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Uvod

= modifikace biomolekul:
— vzajemné spojovani
— zavadéni vhodnych znacek
— navazani na pevny povrch (separacni materialy,

mg. Castice, sensory, ...)

= zaklad Ffady modernich:
— védeckych vyzkumnych metod
— bioanalytickych procesu
— terapeutickych postupt

= ¢asto zminovany jen okrajové

— cilem prednasky je podat uceleny
pohled na tuto problematiku




Souhrn prednasky
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Modifikace proteinti a peptidu.

Funkéni skupiny nukleotid, modifikace DNA a RNA. Modifikace
(poly)sacharida.

Chemické reakce vybranych skupin biomolekul.

Biokonjugaéni reakce, zesitujici ¢inidla. Stépitelné muastky.
Fluorescencni znacky.

Biotinylace, chelatacni skupiny, histidinové skupiny, boronatové
komplexy. Radioaktivni zna¢eni. Liposomy, nanocastice.

Enzymové znacky, metodiky znaceni a detekce aktivity.

Imobilizace biomolekul. Aktivace matric, polymerni materialy,
porézni sklenéné nosice.

Aktivace povrchu zlata, platiny, uhliku a kiemiku. Spontanni vznik
monovrstev, fotoaktivace.

Charakterizace biokonjugatu - stupen substituce, povrchova
hustota ligandu.

Aplikace: konjugace haptenu s nosici, znaceni protilatek.
Aplikace: imobilizace proteind na povrch zlata, priprava DNA
bio€ipd.
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Modifikace peptidu a proteint
= aminokyseliny spojené navzajem peptidovou vazbou:
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= modifikovat Ize nékteré postranni retézce AK, koncovou
aminoskupinu a karboxyskupinu, a pripadné také
kovalentné pripojené prostetické skupiny (napr.
koenzymy)

= AK nepolarni a hydrofobni: glycin, alanin, valin, leucin,
isoleucin, methionin a prolin

= AK nepolarni aromatické: fenylalanin a tryptofan

— tyto jsou Casto orientovany dovnitf struktury proteinu, a tedy
nepfistupné pro modifikacni ¢inidla




= AK polarni: asparagin, glutamin, threonin a serin
— mimo GIn &asto posttranslacné modifikovany oligosacharidovymi
zbytky pfes N- nebo O- glykosidické vazby

— Casto modifikovany enzymové (napf. fosforylace), avSak chem.
modifikace ve vodném prostfedi nesnadna, protoZe nukleofilni
vlastnosti hydroxylu i amidu se bliZi vodé

= AK s ionizovatelnou skupinou - kyseliny asparagova
a glutamova, lyzin, arginin, cystein, histidin a tyrosin
— v deprotonovaném stavu jsou Ucinna nukleofilni ¢inidla
— hlavni cil modifika¢nich reakci

Aminoskupina (Lys, Arg, His, N-konec)

= volna aminoskupina (konec pept. retézce a Lys) je
nejéastéjsSim cilem

= Lys (pK, 9,3 az 9,5) je obvykle protonovan

= Arg (pK, pres 12) je protonovan prakticky vzdy

= His s imidazolovym kruhem (pK, 6,7 az 7,1)

= aminoskupiny se uc€astni alkylaénich a acylaénich
reakci, kdy funguiji jako nukleofily

= imidazol. kruh muze byt elektrofilni, nap¥. pri jodaci



Alkylace a acylace aminoskupiny
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acylace
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= pruabéh pri reakcich je nukleofilni substituce - vznika tetraedricky
intermediat, X je obecna odstupujici skupina

Karboxyskupina (Asp, Glu, C-konec)

= postranni karboxyly (pK, 3,7 az 4,5) pri fyziologickém pH
nesou zaporny naboj

= vhodné pro tvorbu amidovych, pripadné i hydrazidovych
derivatu

= |ze pripravit i thioestery - ve vodném prostredi nestabilni

= derivatizace probiha pres reaktivni intermediaty -
nejznamé;jsi je pouziti karbodiimidu (EDC, DCC, CMC):

Ot O (Omeemomomp_p

., —=C= N :C: —

................ H(Z:/\_/
DCC cMC *” tosyl

= CMC ... cyklohexylmorfolinoethylkarbodiimid

= DCC ... dicyklohexylkarbodiimid
— nerozp. ve vodé, spisSe pro konjugace malych molekul




Aktivace karboxylu karbodiimidem
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Alternativni postupy
= reakce s karbodiimidy je velmi rychla
— nesnadna kontrola pribéhu, nezadouci postranni |HO— N
reakce, konkurenéni hydrolysa je rychla
= konjugacni reakce se provadi pres
stabilnéjsi aktivované meziprodukty - NHS,
N-hydroxysukcinimid, nebo rozpustnéjsi sulfo-NHS
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= vzniklé NHS-derivaty nebo imidazolylové derivaty jsou
relativné stabilni ve vodném prostredi a ochotné reaguji
napr. s aminoskupinou za vzniku amidt

= komercéné je dostupna Siroka skala NHS-aktivovanych
molekul (NHS-biotin, NHS-fluorescein, ...), které se pak
velmi jednoduse mohou konjugovat s cilovou
biomolekulou (R'-NH,):

SO,
5 o] R'CNHz o
A < RiE/R.
0 NHS
Thioskupina (Cys)

. cyztgli)nové zbytky jsou normalné protonované a bez naboje (pK, 8,8
az9,

= nejdualezitéjsi reakci v prirorozeném stavu je tvorba vzajemnych
disulfida (cystinové uskupeni)

= mohou se Ucastnit alkylaci a reversibilnich redoxnich reakci

Iz

~ N\ﬂ/ HS\)\/\SH \” H\H/

o}

= z oxidované formy (disulfid) vznika redukovana forma (volna SH
skupina) pomoci redukéniho €inidla dithiothreitolu (DTT,
Clelandovo ¢&inidlo)

= reakce muze probihat obéma sméry
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Fenolicka skupina (Tyr)

= diazotacni kopulace - elektrofilni substituce na
aktivovaném benzenovém jadre

— probiha do ortho polohy, spojeni s aromatickymi aminoskupinami,
aktivaci s kys. dusitou (dusitan a HCI) vznika reguijici diazoniova sull

— vzniklé konjugaty maji oranzovou barvu

= dalSi moznost - jodace, radioaktivni znaceni 123

= Manichova kondenzace - pfipojeni aminoslou€eniny
v pritomnosti formaldehydu
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Specifita modifikaénich reakci

= ucastni se bilkoviny, které obvykle poskytuji radu
rtznych skupin - jejich srovnani dle sily nukleofilnich
vlastnosti:

R-S- > R-SH, R-NH, > R-NH,*, R-COO- > R-COOH, R-O- > R-OH = H-OH

= ulohu hraje pritomnost naboje (protonovana /
deprotonovana forma) - Ize ovlivnit volbou pH, ale
protoze se hodnoty pK, ¢asto prekryvaji, tak to neni
prilis spolehlivé

= pro presné cileni modifikace na konkrétni skupiny je
zapotrebi zvolit specificky reagujici €inidlo



Cilené zablokovani postrannich skupin
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Modifikace nukleovych kyselin

= nukleové kyseliny (DNA a RNA) jsou tvoreny z
jednotlivych nukleotidli spojenych fosfodiesterovou
vazbou mezi sacharidovymi kruhy 4

, , < . A s X °
= zakladni slozkou jsou baze @
2 —= 6

— pyrimidinové (C cytosin, T thymin a U uracil)

6 7
— purinové (A adenin, G guanin) k '\Eﬁi% .
e F o
3

= spojenim s molekulou sacharidu (ribosa nebo
deoxyribosa) poskytuji nukleosidy (napf. Ade adenosin
nebo dAde deoxyadenosin)

= pripojenim fosfatu vznikaji nukleotidy (napr. AMP
adenosin monofosfat).

Nukleové kyseliny e
fji 5' konec’})/

2' hydroxyl schaZ| o T:O
u DNA (deoxy ...) & =, o-
HO (l) 3' konec
O_T—o'
= modifikacni reakce mohou typicky o
sméfovat na molekuly bazi "{,

= méné Casté je vyuziti sacharidové
casti (2' hydroxyl u RNA)

= velmi bézné je pripojeni dalSich
funkénich molekul na konec fetézce
nukleové kyseliny



Pyrimidinové base
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= ¢asti jejich molekul mohou byt cilem ataku elektrofilnich
(Gervené) i nukleofilnich (modfe, pozice 4 a 6) €inidel

= v molekule uracilu nukleofilni substituce v C6 pozici
nasledné aktivuje C5 pozici pro elektrofilni atak:
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Reakce cytosinu s hydrogensifi¢itanem

= vznika sulfonovany derivat, R R
v pfitomnosti nukleofilu (amin) N
dojde k transaminaci - moznost
zavést funkéni skupiny
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= v slabé kyselém prostiedi pak dojde k hydrolyse

aminoskupiny na C4 a nasledné po alkalizaci se odstépi
hydrogensiric¢itan - probéhla konverze na uracil



Biotinylace cytosinu

= reaktivni adukt cytosinu s hydrogensiri€itanem se
v reakci s biotin-hydrazidem preméni na zadany derivat

Cytosin - halogenace

= moznosti vpraveni vhodné reaktivni aminoskupiny
v postrannim retézci je halogenacni reakce

= vodny roztok jodu nebo bromu, pripadné pomoci
N-bromosukcinimidu

= posledni krok je substituce diaminem:
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?elektfofilni ataky je K N\><_ H\N‘)\\N | N\>
cela fada AN 2 b G \
halogenacni reakce s N-bromosukcinimidem poskytuje
brom v pozici C-8 jak v pfipadé adeninu, tak guaninu
reakce s kyselinou jodoctovou:

NH, NHo
NZ N o O N
Gy >
SN N O pomala alkylace v slabé O \\\N A
R kyselém prostiedi / R
o. o
\I\: zvysena teplota, alk. prostredi
NH Fischer-Dimrothtlv presmyk -
[N \HA \>
IS
N
N \

R karboxyskupina na N6

Modifikace DNA

in vitro enzymova synthesa DNA polymerasou pomoci
komplementarniho templatového viakna

do reakéni smési se pridaji pozménéné nukleotidy,
schopné parovani, které tak do struktury DNA vhesou
zadané funkéni skupiny
je-li vyzadovano spravné parovani, tak stupen substituce
max. 30-40 modifikovanych mist/1000 bazi

— derivatizace na cukr-fosfatové kostie nebo na koncich vliakna

parovani nevadi

pozménéné base - derivaty s biotinem, nebo methylenovy
fetézec s volnou aminoskupinou

— mensi modifikace - neni ovlivnéna rychlost pfipojovani bazi
mnohocetné vélenéni zna¢enych bazi muze byt
nevyhodné pro hybridizaéni reakci
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Derivatizované base N
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Metoda nahodnych primeru

= smés nahodnych hexanukleotidovych useku slouzicich
jako 3’-OH primery s templatovou DNA

= modifikované nukleotidy se pripojuji pomoci DNA
polymerasy |

— pouze Klenowliv fragment, ktery postrada 5’-3’ exonukleasovou
aktivitu pfitomnou v nativnim enzymu z E. coli

= vysledkem je nahodné vélenéni znaéenych bazi



Nick-translace

= nick-translaéni zna€eni u€inkuje na dvojitou Sroubovici

= smés pankreatické deoxyribonukleasy | (DNasa |) a DNA
polymerasy |

» v pritomnosti Mg?* DNasa (v limitujicim mnozstvi) provadi
hydrolyzu pouze v jednom vlakné

= vzniklé Stépy jsou vSak ihned zaplnény pritomnymi
modifikovanymi i nativnimi nukletidovymi monomery za
katalysy DNA polymerasy

= vysledkem je modifikace puvodni molekuly dsDNA

Znaceni v prubéhu PCR

= nejucinnéjSi metodou je provést znaceni DNA v prabéhu
polymerasové retézové reakce (PCR)
— soucasné se samoziejmé zmnozi mnozstvi pavodni DNA

= bud se do reakéni smési prosté pridaji znacené
nukleotidy a jsou ndhodné vestavovany do nové
syntetizovanych retézct

= nebo je mozné pouzit pouze znaéené primery (napfr.
biotinylované)




Koncové znacéeni

= cilem je zamezit modifikaci uprostred retézce DNA

= vyuziti terminalni transferasy - pridava nukleotidy ke
3’-OH koncim DNA bez potieby templatového viakna

= napr. také pro radioaktivni znaceni

Sekvencéné-specifické znaceni

= rozpoznani cilového mista, vytvoreni kovalentni vazby se
znackou

= DNA methyltransferasy (MTasy) - pfenasi methylovou
skupinu z S-adenosyl-L-methioninu (AdoMet) na A nebo
C zbytky
aziridinovy reaktivni zbytek pro vytvoreni kovalentni
vazby s DNA v pribéhu enzymové methylace, biotinova
skupina pripojena v postranni ¢asti

= znaceni DNA v predem uréeném misté, daném polohou
cilové sekvence MTasy



Znacdeni pomoci methyltransferasy
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Fosforamidova metoda
= aktivace konc. fosfatu EDC vede s aminy k fosforamidiim

= reakci Ize provést také s imidazolem, €¢imz vznikne
fosforimidazolidovy produkt

— ma ve vodném prostredi prodlouzenou zivotnost a reaguje velmi
dobie s aminy - vyssi vytézky fosforamidové reakce

CH,

o
I Uy
—O0—P—OH N NY
/\/\/ P /\N404 S Sy CH,

EDC

o H,C
oligonukleotid
s 5’-P,

aktivni EDC
fosfodiester




Fosforimidazolid
= vneseni amino nebo thioskupiny na konec DNA

?
/\/\/— O—P—OH cystamin

N
] S NH
H N/\/NH2 “/ | H2N/\/ \S/\/ 2
2 N

diamin

Modifikace RNA

= molekuly RNA obvykle jednoretézcové, vnitini vzajemné
komplementarni kratké sekvence

= parovani vede ke vzniku riznych tridimenzionalnich
struktur (helikalni useky, smycky, vlasenky, G-kvartety...)

= dalSi zménou oproti DNA je existence diolového uskupeni
v molekule ribosy - Ize specificky oxidovat jodistanem, na
reaktivni aldehydové skupiny

= vhodné orientované struktury RNA (i DNA) mohou
vytvaret vazebna mista, komplementarni k jinym
biomolekulam - APTAMERY
— moznost nahrady protilatek

— tyto vazebné struktury, tzv. aptamery, Ize vytvaret uméle
kombinatorickymi postupy (SELEX, systematic evolution of
ligands by exponential enrichment)



Modifikace sacharidu

volné existuji v monomerni, oligo- a polymerni formé
vazané ve formé konjugati s proteiny (glykoproteiny)
nebo lipidy (glykolipidy)

reaktivni skupiny - hydroxyly a oxoskupiny
monosacharidy - dle polohy oxo skupiny aldosy a ketosy

ve vodném prostredi pfitomna zejména hemiacetalova forma
glukosa jako glukopyranosa a fruktosa jako fruktofuranosa

HO O._,OH HO__ O OH
| , OH
HO™ " OH HO TOH

OH
nasledné jsou pfirozené oxoskupiny jsou méné reaktivni
= k modifikaci se vyuzivaji postranni glykosidické skupiny
pokryvajici povrch glykoproteint
= velky vyznam ma derivatizace polysacharidovych matric
slouzicich jako stacionarni faze (separace, sensory, ...)

Aktivace bromkyanem BrCN

= klasicka metoda aktivace polysacharidovych materialt
= nevyhodou je vysoka jedovatost €inidla

= vyhodou dobré vytézky reakce

= reakce probiha v alkalickém prostiedi, rozsah je umérny
koncentraci €inidla

= meziprodukt imidokarbonat reaguje s aminoskupinou
biomolekuly B za vzniku raznych derivati:

o) o O
pfee o 250

derivat N-substituovany N-subst. karbamat

isomocovin imidokarbona ;
somocoviny ol ey Aktivace bromkyanem



Oxidace jodistanem

= jodistan (periodate) za mirnych podminek a v neutralnim
pH uU€inkuje na diolova uskupeni v molekule sacharid
= vhodné i pro postranni sacharidové slozky glykoproteint

— postup je napf. €asto vyuzivan k oxidaci peroxidasy pfi vyrobé
enzymovych imunokonjugatu

OH OH
o o o o
OH NalO,
— o —o |
OH o O

= ziskaji se reaktivni aldehydové skupiny

Reaktivni skupiny

= obecny pohled na reaktivni skupiny bez vazby na
konkrétni typ biomolekuly - univerzalné pouzitelné
metody

= moznosti konverze existujicich skupin

= reakce typické pro vybrané skupiny



Vnaseni reaktivnich skupin

= prirozené reaktivni skupiny biomolekuly nemusi
dostacovat pro zamyslené syntetické postupy

= konjugace bilkovin - ¢asto heterobifunkéni €inidla, ktera
vyzaduji rizné koncové skupiny v obou partnerech

= jeden z reakénich partnert predem upraven zavedenim
potiebné skupiny

Thiolace (zavedeni -SH)

volna -SH skupina je pro konjugace velmi oblibena

v bilkovinach obvykle zfidka, nebo blokovano ve formé
disulfidickych -S-S- mustku

stabilita -SH Spatna - oxidace (inertni atmosféra,
chelatace iontt kovu - katalyzuji oxidaci)

NH

* NH, 2
methyl-4-merkaptobutyr- HSC\OMSH —_— s ] + crom
imidat (Trautiiv reagent) Siminothiolan
cykl. na 2-iminothiolan /<

imidothioester T NH, _
( ) R\NMSH R—NH,

H

= v mirné alk. podminkach reaguje s primarnimi aminy
= alternativni methyl-3-merkaptopropionimidat poskytne
kratSi mustkovou cast



-NH, na -SH pomoci SATA

= N-sukcinimidyl-S-acetylthioacetat (SATA) pusobi konverzi
aminoskupiny na thioskupinu

= odstépi se N-hydroxysukcinimid, produkt obsahuje chranénou
sulfhydrylovou skupinu (Ize uchovavat)

= deprotekce nadbytkem hydroxylaminu

O

o SATA
EEN o}_/s% CH, NH,OH
AN Y R-N_ sH
R—NH, SN o R-N >_/S CH. O}_/
o

= neni tfeba redukce - neovlivni se tedy nativni -SH skupiny
= analog N-sukcinimidyl-S-acetylthiopropionat (SATP) poskytne delSi
mustek

-NH, na -SH: citiolon a SAMSA

= citiolon, N-acetylhomocysteinthiolakton resp. 2-acetamido-
4-merkaptobutyrat reaguje jako Traut(v reagent, reakci urychluje Ag*

S

Q?o citiolon

o 0
N—< SH
HE CH, R-N

NH

= reaktivni cyklicky anhydrid - anhydrid S-acetylmerkapto-jantarové
kyseliny (SAMSA)
= uvolnéni -SH skupiny deprotekci s hydroxylaminem



>C=0 na -SH

= konverze oxoskupiny (aldehyd / keton) je mozna hydrazidem
2-acetamido-4-merkaptomaselné kyseliny (AMBH)

= napr. pro jodistanem oxidované sacharidy ¢i glykoproteiny

CH,

2\ AMBH

@] NH

H
N<
HS/\)\H/ NH2 i'g

-COOH nebo -O-PO3;% na -SH

cystamin v pritomnosti karbodiimidu (EDC)

55
HNT "IN N,

vznikne amidova resp. fosfamidova vazba

vnesené -S-S- disulfidové uzkupeni je mozné primo spojit
s molekulou obsahujici volnou -SH skupinu (uvolni se
cysteamin)

nebo Ize ziskat volnou -SH skupinu redukci, napf. DTT

cysteamin = 2-aminoethanethiol / 2-merkaptoethylamin /
dekarboxycystein / thioethanolamin

cystein
cystin



-S-S- na -SH

= specialni pfripad, k rozstépeni dojde redukci, €inidel je
cela rada, napr. s volnou -SH skupinou:
— dithiothreitol (DTT, Clelandovo ¢inidlo), 2-merkaptoethanol,

2-merkaptoethylamin

= imobilizované formy €inidel - neni tfreba provadét
separaci nadbyteéného cinidla

= odobny vysledek poskytuje i TCEP,
tris(karboxyethyl)fosfin

= nejjednodussi redukce Q
pomoci borohydridu NaBH, OH J)J\OH
= ma vyznam i pro stépeni O)\/\P
nativnich S-S mustku
v bilkovinach TCEP j\
(@) OH

Karboxyskupina misto -NH,

= uzivaji se cyklické anhydridy dikarboxylovych kyselin
= reaguji s volnou aminoskupinou - otevira se kruh a vznika amid
= miuze reagovat i hydroxyl serinu a threoninu, fenolatovy anion dava
nestabilni produkt
= docasné blokovani aminoskupiny - anhydrid kyseliny citrakonové
— poskytuje amidovou vazbu pii pH 8, snadno hydrolyzuje pfi pH 3 az 4 za
opétovného uvolnéni aminoskupiny
= moznosti: a sukcinanhydrid, b glutaranhydrid, ¢ maleinanhydrid,
d anhydrid kyseliny citrakonové

= zména aminosku- [i <:§ [i E/i

piny za karboxy- Hcd O
skupinu méni

naboj a pl dané o o)
biomolekuly R—NH. + i _— R—HNOH




Halogenoctové kyseliny

= kyselina jodoctova:
— muze reagovat s aminoskupinami lyzinu nebo imidazolového
kruhu histidinu, se sulfhydrylovou skupinou cysteinu i
s methylthioskupinou methioninu

— reakce zavisi na pH prostiedi
= dalSi a-halogenoctové kyseliny - podobné

— reaktivita derivatti klesaviadé 1> Br>CI>F

— z druhé strany v radé sulfhydryl > imidazolyl > thioether > amin

— za ekvimolarnich poméra a v mirné alkalickém prostredi jodacetat

reaguje exkluzivné s cysteinovym zbytkem

= kyselina chloroctova slouzi k derivatizaci hydroxylovych

skupin v polysacharidovych matricich (dextran)

— reakce probiha v alkalickém pH:

-
R—OH + O 7 ——— o
o -HCl R” o

Vneseni aminoskupiny

= nejbéznéji konverze karboxylu pomoci diamintli v pfitomnosti
karbodiimidu (EDC) - vznika amidova vazba a druha koncova
aminoskupina zlstava volné k dispozici

N N ethylendiamin (kratky mastek)

N S - NH, hexamethylendiamin
: (1,6-diaminohexan)

HNT H/\/\ NH,  3,3'-iminobis(propylamin)

N O 0Nz Jeffamin EDR-148 (hydrofilni)

=  konverze karboxyskupiny na aminoskupiny vyrazné ovlivni celkovy
naboj biomolekuly a také jeji pl hodnotu
— Casto je to zamyslenym ucelem modifikace



-SH na -NH,

= |ze pomoci aminoethyl-8,N-(jodoethyl)trifluoracetamidu:

H F F
I/\/N

L R. N\KF
N e T’
R—S \ S F F

o F
H-I F

OH

R S/\/ NH2

— deblokace v druhém kroku je spontanni

= ethylenimin v alkalickém prostredi - reakce prevazné pouze s Cys
— ¢€inidlo mize vznikat pfimo v alk. smési cyklizaci z 2-bromoethylaminu

H
R—s + gN§ ’ R\S/\/NHz

Aldehyd na -NH,

= redukéni aminace pomoci amoniaku nebo diaminu
v pfitomnosti kyanoborohydridu sodného NaCNBH,
— vznika Schiffova baze, pak stabilizovana redukci

— lze takto pripravit napf. aminovany dextran po predchazejici
oxidaci jodistanem

— nedochazi k redukci aldehydické skupiny




-NH, z tyrosinu

= nitrace pomoci tetranitromethanu
= nitroskupina se zredukuje na aminoskupinu

= |ze vyhodné aktivovat kyselinou dusitou na diazoniovou
sul pro kopulacni reakce

C(NO,), Na,S,0,

NO, NH,

Aminoskupina na aldehyd

= sukcinimidyl-p-formylbenzoova kyselina (SFB)
= sukcinimidyl-p-formyl-fenoxyoctova kyselina (SFPA)

— pri reakci vznika amidova vazba, v pripadé proteint vyrazné
narusta jejich hydrofobicita

0]
o e 8
N-O H N-O
o SFB 5

SFPA




g
Glutaraldehyd GA M NaCNBH, KNMO
Schiffova baze O)O)" H
-C=N- je redukovana n
&jsi R—NH A

reaguji i oligomerni adukty B
glutaraldehydu (E), prdbiha o] = H
adice aminoskupiny n3 H O H o]

dvojnou vazbu (B) H NH w O S}
o) = = H R N
e N
H E o) H
kondenzace na cykl. produkt (C),
pak reakce s lyzinovymi
zbytky - zesiténi u 0 I\:
tvorba smisenych konjugat, N P \
malo definované a &asto ’;" o) P o]
vysokomolekularni
Y 2 + Q L H (CHa) H
Ho 07 “oH 23
+
NHg
cyklicka hemiacetalova forina se C
vyskytuje zejména v kyselém H H
prostiedi, muze dale
polymerovat (D) OMO

o, nenasyceny aldehydovy
polymer (E) vznika pri . .
zasaditém pH kyanoborohydrid neredukuje

aldehydy, borohydrid ano!

H H

o N [¢]
B
N

H

N N
H
o

Biokonjugaéni reakce

= spojeni dvou biomolekul - vyzaduje €inidla, ktera dokazi
spojit primo dvé razné nebo shodné povrchové skupiny
na obou rdznych molekulach

= pfimé spojeni biomolekul bez pritomnosti néjaké
mustkové spojovaci struktury - zero length crosslinkers

karbodiimidy, karbonyldiimidazol,

.Cj aldehyd + aminoskupina

= véleni se spojovaci mustek pozadované definované délky
tzv. linker — bifunkéni €inidla

@~



Homobifunkéni situjici ¢inidla

= symetricka Cinidla, co maji dvé shodné reaktivni skupiny
= ¢inidlo se spoji jednim koncem s biomolekuly A

= druhy konec se spoji s biomolekulou B

= vznikne A-B konjugat (to je zadany produkt)

— nezadouci produkty: A-A, B-B, oligomerni AxBy, prokfizeni skupin v ramci
jedné molekuly A (nebo B)

= prabéh je malo definovany
= provadéni reakce
— jednokrokové — vSe se smicha dohromady — pak vznikaji éasto
oligomerni, pfipadné i precipitujici produkty
— nejprve biomolekulu A smichat s konjugaénim €inidlem a nechat
probéhnout jeji modifikaci, odstranit nadbytek cinidla (napf. dialyzou) a
pak pridat druhou biomolekulu B
= komplikace - nestabilita reaktivnich skupin ve vodném prostiedi
— mimo konjugaci probiha i hydrolyza
= prFes uvadéné nedostatky se bézné a uspésné vyuzivaji

Homobifunkéni NHS estery

= karboxylové skupiny aktivované N-hydroxysukcinimidovou skupinou
(NHS) (nebo sulfo-NHS) - velmi reaktivni vaéi nukleofilnim -NH,

= obecna struktura NHS-z-NHS, z znaci stiedni ¢ast = spojovaci mustek:

0] @) o) @)
o 0 R'—NH, R—NH, ro M L g
S DI
@) @)

NHS NHS

= dithiobis(sukcinimidylpropionat) (DSP nebo DTSP), Lomantovo
¢inidlo, z = 1,2 nm, disulfidové uskupeni mize byt rozstépeno pomoci
DTT nebo merkaptoethanolu

0
- sulfonovana varianta: 0 O
3,3’-dithiobis(sulfo-sukcinimidyl qOMS/SWO\N
-propionat) (DTSSP)
0 DSP 0 o

— rozpustny ve vodé

O

H
R N
\H S/SW ~R'
R ¢}

= DSP a vznikajici produkt:

-z-R’




Dalsi NHS bifunkéni ¢inidla

= disukcinimidylsuberat (DSS), C8 alifaticky mustek, z = 1,14 nm
— existuje sulfovarianta bis(sulfosukcinimidyl)suberat (BS3)
— hydrofilni BS? je vyhodny k prokfizeni (bilkovinnych) komplext na
povrchu bunék - ¢inidlo neprochazi bunéénou membranou
— krats$i C5 mustek, z = 0,77 nm, poskytuje disukcinimidylglutarat (DSG)

°4 o °6  on 0 °5 ©
N\ok/\/\/\foﬁ N\Owoﬁ qoko/p
o o
DSS o

DST o (] DSC 0

= disukcinimidyltartrat (DST) vytvafri kratSi mistek o délce 0,64 nm
— pritomnost dvou hydroxyll uprostfed mistku umoznuje rozstépit spojeni
pouzitim mirné oxidace jodistanem
= nejkratsi spojeni vytvori N,N’-disukcinimidylkarbonatu (DSC)
— spojenim vznika substituovany derivat mocoviny, vii€i nukleofilim je
extrémné reaktivni
— nelze pouzit ve vodném prostiedi, hydrolyzou vznika CO, a 2 NHS
— pro derivatizaci polyethylenglykolt - spoji hydroxy a aminoskupinu za
vzniku karbamatového uskupeni

— napfed se v nevodném prostredi aktivuje PEG, ten pak mtize ve vodném
prostiedi reagovat s proteiny (pegylace)

Homobifunkéni imidoestery

= imidoesterova (jinak imidatova) skupina ve vodném prostredi reaguje
s aminoskupinou za vzniku imidoamidu (amidinu)

— cinidlo i produkt jsou ve vodném prostredi protonovany na imidovém
dusiku, tedy dobfe rozpustné

NH  NH R'—NH, R—NH i
H C CH l 2 l 2 R'\N)J\Z)J\N/R
70 z o3 I I H H
CH,OH  CH,OH

= amidinova vazba je stabilni v mirné kyselém prostredi, pfi vy$Sim pH
mtuize hydrolyzovat
= cinidla jsou na bazi imidoderivatu dikarboxylovych kyselin:
— dimethyl adipimidat (DMA, C6 z = 0,86 nm)
— dimethyl pimelimidat (DMP, C7 z = 0,92 nm)
— dimethyl suberimidat (DMS, C8 z = 1,1 nm)
= DMP stabilizuje komplexy protilatek s proteinem A
= dimethyl-3,3’-dithiobispropionimidat (DTBP) obsahuje uprostied
disulfidové spojeni (z= 1,19 nm)
— muze byt pfipadné rozstépen DTT




Homobifunkéni éinidla spojujici -SH skupiny

dvé skupiny podle stability vznikajiciho spojeni:
— disulfidova vazba - spojeni Ize snadno rozrusit pomoci oxidaénich €inidel
— thioetherova vazba - spojeni trvanlivé
1,4 di-[3’-(2-pyridyldithio)-propionamido] butan (DPDPB)
— reverzibilni spojeni biomolekul, z = 1,6 nm, 14 atom. Fetézec
— odstépovany pyridin-2-thion Ize sledovat pfi 343 nm
— pro vytvareni konjugat redukovanych molekul protilatek s enzymy

/ H o] DPDPB
R\S/ N\/\/\H S R'
O

Thioetherové spojeni
bis(maleimido)hexan (BMH) reaguje v neutralnim prostredi za vzniku
stabilniho spojeni (z = 1,6 nm)
dochazi k adici sulfhydrylovych skupin na dvojné vazby v cyklu a
vznikaji tak stabilni thioetherové vazby
— mechanismus vychazi z pouziti N-ethylmaleimidu (NEM) jako inhibitoru
cileného na SH skupinu




Homobifunkéni aldehydy
= dfive zminény glutaraldehyd
= formaldehyd - nejkratSi spojovaci mustek, reaguje prostrednictvim
=  Mannichovych kondenzaci (A)

— spojuje slou€eniny s aktivovanymi vodiky (napf. na jadie fenolu v ortho a
para polohach) s formaldehydem a dale s aminoskupinou

= pfFes imoniovy kationt s aminoskupinou (B)

— spontanné vznikne reaktivni imoniovy kation, ktery zreaguje s dalsi
aminoskupinou a dojde ke spojeni pfes C1 mustek

OH

R
(o) A
+ )]\ + R—NH, —— H
H H N\R,
OH

0]

JIg R—NH,
H \ H + B + \ H H
R—NH, R—NH;—CH,—OH Tzo’ R—NH=CH, /N\/N\

R

R’

Bis-epoxidové slouéeniny
= jsou schopné spojovat biomolekuly obsahujici nukleofilni skupiny
véetné amind, hydroxyll a sulfhydryli
= dochazi k otevieni tficlenného epoxidového kruhu (A)
= reakce probihaji v mirné alkalickém prostredi
=k aktivaci matric nesoucich hydroxylové skupiny (polysacharidy)
= nejznaméjsim €inidlem je 1,4-butandiol diglycidylether (B)

R'—NH, OH

)/' H\)\/
R 0 R N\R'




Fotoreaktivni crosslinkery

bis[B-(4-azidosalicylamido)ethyl]disulfid (BASED) je aktivovan
ozarenim UV svétlem (270 nm)

uvolni se molekula dusiku a vznikne velmi reaktivni a nestaly
arylnitren - rychle se pfreméni za rozSifeni aromatického kruhu na
dehydroazepin, ten nasledné reaguje s aminoskupinou biomolekuly

NN OH
N H BASED S
N\/\S/s\/\N -
H + _N
_N
N

OH O

R—NH,
HO
L =
N—R
H

derivat vznikly po konjugaci obsahuje na 7-¢lenném kruhu fenolicky
hydroxyl, ktery ho aktivuje napf. pro elektrofilni zna¢eni
radioaktivnim jodem

dalsi moznosti...

aktivované vodiky na aromatickém jadre - diazoniové derivaty
uspésné spojeni se projevi oranzovym nebo jesté tmavsim
zbarvenim vzniklych konjugatii -charakteristické pro diazoslouceniny
diazoniové slouceniny se obvykle generuji z pfislusnych diamint -
o-tolidin a benzidin (p-diaminodifenyl) - reakci s NaNO, v slabé
kyselém prostredi v chlazené reakéni smési

vznikla diazoniova stl reaguje ochotné se zbytky tyrosinu a histidinu

difluorbenzenové derivaty - atomy fluoru na vhodné aktivovaném
aromatickém jadre (napf. pomoci nitroskupin) reaguji substituéné s
aminoskupinami

— mohou ale reagovat i jiné nukleofily

dostupna ¢inidla jsou 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzen (DFDNB) nebo
4,4’-difluoro-3,3’-dinitrodifenylsulfon (DFDNPS)



Heterobifunkéni konjugadni ¢inidla

= obsahuji dvé riizné reaktivni skupiny - spoji se s rtiiznymi funkénimi
skupinami konjugovanych biomolekul
= pouziti obvykle probiha ve dvou nebo tifech krocich
— vyrazné se omezuje mnozstvi oligomernich nebo polymernich produktu
— ¢inidlo je smichano s prvni biomolekulou, kterou derivatizuje svou
reaktivnéjsi skupinou
— nadbytek €inidla je odstranén (dialyza, gelova filtrace)
— druha reaktivni skupina je obvykle stabilnéjsi a nasledné reaguje
s druhou biomolekulou
= variabilita reaktivnich skupin - Ize Iépe vybrat cilové misto
— mensi naruseni dllezitych aktivnich mist (epitop antigenu, vazebné misto
protilatky, aktivni misto enzymu ...)
= dllezita je i spojovaci mustkova ¢ast — linker
— muze byt samoziejmé pasivni
— miuze byt cilem dalSich reakci, zejména se jedna o rozstépeni
— vyznam pro zachovani bioaktivity konjugatu ma délka a polarita linkeru

Spojeni -SH a -NH,

= nejcéastéjsi vzhledem k bézné dostupnosti cilovych skupin
v bilkovinach

= pro aminoskupinu je v €inidle nejCastéji pritomna NHS skupina
v kombinaci s nékolika moznostmi pro SH skupiny

= N-sukcinimidyl-3-(2-pyridylditio)propionat (SPDP) poskytuje
amidovou vazbu s biomolekulou nesouci -NH, a disulfidovou vazbu
s biomolekulou nesouci -SH:

[3) R—NH,

SPDP
NHS

= pro SPDP je z= 0,68 nm
= s delSim fetézcem (z = 1,12 nm) pod nazvem LC-SPDP (long-chain)
= rozpustnéjsi se sulfonovanou NHS skupinou — Sulfo-LC-SPDP



= sukcinimidyloxykarbonyl-a-methyl-a-(2-pyridyldithio)toluen (SMPT)
— mustek tvofeny benzenovym jadrem a methylovou skupinou chranici
disulfidovou skupinu (stericka zabrana ataku) zlepsuje trvanlivost

konjugatt y
— analog Sulfo-LC-SMPT SMPT Q
— spojeni biomolekul Ize rozebrat

v misté -S-S- vazby redukci (napf. DTT) [i }_©_<

= nerozebiratelné” spoje pouzivaji pro SH skupinu maleimidovou nebo
jodacetatovou reaktivni ¢ast
— sukcinimidyl-4-(N-maleiimidomethyl)cyklohexan-karboxylat (SMCC)
z=1,16 nm)

\ R—NH, R—SH o R

S

N \ K R*H ﬁ

T O
smcc NHS 0
— dalSi alternativni €inidla: m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidoester
(MBS, 0,99 nm), sukcinimidyl-4-(p-maleimidofenyl)butyrat (SMPB, 1,45 nm)
a N-(y-maleimidobutyryloxy)-sukcinimidester (GMBS, 1,02 nm)

= N-sukcinimidyl(4-jodoacetyl)-aminobenzoatem (SIAB, 1,06 nm)

[i v RKNH RCH — 7

R—N o
NHS HI
o}
= alternativni ¢inidla

— sukcinimidyl-6-[(jodoacetyl)-aminolhexanoat (SIAX)

— jeho varianta s mistkem prodlouzenym o aminohexanovou kyselinu, tj.
sukcinimidyl-6-[6-(((jodoacetyl)amino)-hexanoyl)amino]hexanoat (SIAXX)

— sukcinimidyl-4-(((jodoacetyl)amino)methyl)cyklohexan-1-karboxylat
(SIAC) s analogem SIACX maji objemnéjsi spojovaci mustek

= p-nitrofenyljodo-acetat (NPIA) vii€¢i —-NH, reaguje podobné jako NHS,
vznika také amidova vazba
— vyhodou muze byt kratké spojeni mezi biomolekulami

R—NH,

n J J: e

NPIA

nitrofenol




Spojeni >C=0 a -NH,,
= pro konjugaci zejména sacharidt (a glykoproteinti)
— oxoskupina se snadno generuje mirnou oxidaci jodistanem
— reaguje s ni zejména hydrazidova skupina
— z druhé strany se uc€astni skupiny popsané jiz diive
= hydrazid kyseliny 4-(4-N-maleimidofenyl)-maselné (MPBH), z = 1,79 nm

— je vhodné provést reakci nejprve s SH skupinou, purifikovat produkt a nasledné
pripojit aldehydovou skupinu.

= rozebiratelné spojeni se ziska 3-(2-pyridyldithio)-propionylhydrazidem (PDPH)

Amino- a fotoreaktivni konjugadni ¢inidla

= jedna ¢ast €inidel je aktivovana svétlem - arylazidy, fluorované aryl
azidy, benzofenony, nékteré diazoslou€eniny a diazirinové derivaty
— prvni konjugacni reakce napoji ¢inidlo na biomolekulu (pracovat ve tmé)

— odstrani se nadbytek ¢inidla a navazana fotoreaktivni skupina pak po
osvétleni reaguje s partnerskou biomolekulou

R—NH,

l\©\ l
_NH
N

H
R—H '




=  N-hydroxysukcinimidyl-4-azidosalicylat (NHS-ASA, 0,80 nm)
— derivatizuje aminoskupiny obvyklym zplsobem - vznik amidové vazby
— k dispozici jsou i varianty Sulfo-NHS-ASA a Sulfo-NHS-LC-ASA (1,8 nm)

= fenolicky hydroxyl aktivuje benzenové jadro pro znaéeni
radioaktivnim jodem, to Ize provést pred fotoreakci
— k dispozici jsou varianty bez hydroxylu na benzenovém jadre:

=  N-hydroxysukcinimidyl-4-azidobenzoat (HSAB, 0,90 nm)

= pFipadné s nitroskupinou N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcinimid
(ANB-NOS, 0,77 nm)

= Stépitelné konjugaty poskytuje sulfosukcinimidyl-
2-(p-azidosalicylamido)ethyl-1,3’-dithiopropionat (SASD, 1,89 nm)

= linker mlze byt alifaticky fetézec u N-sukcinimidyl-6-(4’-azido-
2’-nitrofenylamino)hexanoatu (SANPAH, 1,82 nm)
— nitroskupina podporuje fotoaktivaci jiz nad 320 nm

N+4N
HO NZ

NHS-ASA

= sulfosukcinimidyl-2-(7-azido-4-methylkumarin-3-acetamid)ethyl-
1,3’-dithiopropionat (SAED, 2,25 nm)
— vznikly konjugat obsahuje fluoreskujici uskupeni — derivat kumarinu
— lze tak pohodiné sledovat pohyb konjugatu
— fluorescence se pritom iniciuje az po fotolytické reakci
= podobné se chova sulfosukcinimidyl-7-azido-4-methylkumarin-
3-acetat (Sulfo-SAMCA, 1,28 nm)

0]

H
. N N
RORBE S SO
oO Oo o

SAED
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= alternativni fotolytickou skupinou je diazopyruvatové uskupeni

— poskytuje reaktivni karbenové uskupeni, které se preméni Wolfovym
presmykem (W) na ketenové usporadani
— pak aduje nukleofilni skupinu - p-nitrofenyldiazopyruvat (pNPDP)

0

H %
om@o}_{ ’ Rr}_/ R'—NH,

0
+ - R—N —

—N= — H

npDp  © NKNHZUV H w © \<‘ =
-N

o c: HN
2
H
RN 0 R—N 0
p-nitrofenol &_<>
-
o =N=N 0

= podobnym mechanismem reaguje i p-nitrofenyl-2-diazo-
3,3,3-trifluoropropionat (PNP-DPT)

Sulfhydrylova a fotoreaktivni konjugadéni dinidla

= kombinaci pfedchozich skupin je 1-(p-azidosalicylamido)-
4-(jodacetamido)butan (ASIB) a N-[4-(p-azidosalicylamido)butyl]-
3’-(2’-pyridyldithio) propionamid (APDP)

= jinou fotoaktivni €ast obsahuje benzofenon-4-jodacetamid

— vyhoda benzofenonu - moznost opakovaného priibéhu fotoaktivace i po
nekonjugacni zpétné rekombinaci volnych elektront

— vysSi vytézky konjugace
— alternativni SH-reaktivni ¢ast ma benzofenon-4-maleimid

(o}
benzofenon-4-jodacetamid c\:
O (o}
L A s
N N R
H H
HI u R'—H
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Dalsi fotokonjugace

= s guanidinovou skupinou argininu muize reagovat
p-azidofenylglyoxal (APG)

APG +4N

zbytek argininu N‘(
H
7 vz

= pro napojeni fotoaktivni ¢asti na aldehydovou skupinu je
pouzitelny p-azidobenzoylhydrazid (ABH)

= karboxyskupina mtize byt fotoaktivovana pomoci
4-(p-azidosalicylamido) butylaminu (ASBA)

— jeho volna aminoskupina se spoji s karboxylem v pfitomnosti
karbodiimidu, kdy vznikne amidova vazba

Fluorescenéni metody

= Siroké pouziti v oblasti vyzkumu i praktické aplikace
= bioanalytické metody
— klinicka chemie (fluorogenni substraty pfi stanoveni enzymu)
— imunochemické metody (ELISA, FIA fluoresceéni imunoanalyza)
— genetické analyzy a DNA biodipy
— monitorovani prostredi (fluorecenéni proby)
= biomedicina
— identifikaci a separace bunék v pritokové cytometrii

— zobrazeni bunéénych komponent ve fluorescencéni mikroskopii a
analyze obrazu

— konformace a dynamika bunéénych systému



Fluorescence intenzita /, orescence
(kolmo na excitacni

zdroj svétla paprsek)
€ N
= fluorescence = fotoluminiscence, f D
emise svételného kvanta pfi navratu Io >> I,
elektronu z vyssi energetické hladiny, Hotake
kam byl vybuzen fotoexcitaci etektor

= fluorescence F se udava pri urcité vinové délce
— emisni x excitacni spektra

— relativni vyjadreni, alternativné jako If = kq)c‘,CI
intenzita svételného toku na jednotkovou
plochu ("count")

= dalSi charakteristiky: kvantovy vytézek @, stredni doba zivota 7,
polarizace P (smér kmitani el. vektoru emg. viny)

= fluorescence prakticky ihned (10 s) po skonéeni excitace ustane
= fosforescence trva delSi dobu, pfi excitaci vznika metastabilni stav

= energetické prechody - Jablonského diagram: (vznik a zanik
excitovanych stavii)

Fluorescence

relaxace

e ———~—— pFechod mezi
31{ %—'7: systémy

. vngjsi :
absorbce absorbce | : prechod .

: s neradiacni :
pfechody

¥ 5 vibragni
S, 5 i hladiny

Sy, Sy, ... energetické hladiny

kolize

fluorescence fosforescence
T= 1015s 10%s 103 -1s



Kashovo pravidlo:

— pred emisi dochazi k relaxaci vibra€ni energie a vnitini konverzi, takze
fluorescencéni prechod nastava z nejnizsi vibraéni hladiny prvniho
excitovaného stavu S,

Vaviloviiv zéakon:

— kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych molekul v
roztoku nezavisi na vinové délce budiciho zareni

— obecna vlastnost fluorescence: emisni spektra jsou nezavisla na vinové
délce excitace
Zcadlova symetrie mezi absorpénim a fluorescenénim pasem:

— absorpce i emise z odpovidajicich si vibraénich hladin maji stejnou
relativni pravdépodobnost. Vétsina absorbujicich i emitujicich molekul se
nachazi v rovnovazném vibraénim stavu, pfiéemz vibraéni struktura
zakladniho i excitovaného stavu maji stejnou strukturu

— po absorpci pifechazi elektron z rovnovazné vibracni hladiny stavu S, na
vy$$i vibraéni hladinu stavu S,, poté dochazi k rychlé relaxaci na stavu S,
(v ¢ase 10-12-10-3 s) a teprve poté nasleduje zarivy prechod na vyssi
vibracni hladinu stavu S, a dalSi vibraéni relaxace na rovnovaznou
vibraéni hladinu stavu S,

— vyjimky jsou disledkem rozdilného geometrického usporadani
atomovych jader v excitovaném a zakladnim stavu

Stokesuv posuv
— rozdil v energiich mezi maximy absorpéniho a emisniho pasu

Sledovani a méreni fluorescence

spektrofluorimetry — méfri stiredni signal celého vzorku v kyveté nebo
v jamce mikrodesticky

fluorescenéni mikroskopy — umoziuji pozorovat fluorescenci dvoj-
nebo trojrozmérnych mikroskopickych objektu

fluorescencéni skenery (i "¢tecky" mikrodesticek) — méfi fluorescenci
2D makroskopickych objektu (elektroforetické gely, bloty,
chromatogramy)

prutokové cytometry — méfi fluorescenci velkého mnozstvi
jednotlivych bunék a umoziuji identifikaci a separaci jejich
subpopulaci

méfeni relaxaénich ¢asu (pulzni, nebo fazovy posun - frekvenéné
modulované svétlo)

fluorescenéni korelaéni spektroskopie (FCS)
— fluktuace intenzity F v mikroobjemu (10-15 I) uréeném fokusovanym
laserovym excitaénim paprskem
— rychle difundujici fluorofory - fluktuace fluorescence (nedochazi ke
zprimérovani), jeji Casova zavislost se analyzuje pomoci autokorelaéni
funkce (informace o kinetice, difuzi, koncentraci molekul ve vzorku)



Rozdéleni fluoroforu
= vlastni (vnitFni, intrinsic) - pfirozeny vyskyt
— proteiny (Trp, Tyr, Phe), NADH, FAD, FMN, chorofyl
— fykobiliproteiny, green fluorescent protein (GFP)
nevlastni (vnéjsi, extrinsic) - pridavaji se ke vzorkim,
které samy nemaji fluorescencéni vlastnosti

fluoresceéni znacky (vazi se kovalentné)

fluoresce€ni sondy (vazi se nekovalentné)

— fluorofory, jejichz kvantovy vytézek, pripadné i spektralni
vlastnosti se vyrazné méni po navazani na bilkoviny, nukleové
kyseliny, membrany aj.

— studium zmén konformace, membranového potencialu, polarity a
viskozity prostredi

fluorescencni indikatory (chemické sondy)

— spektralni vlastnosti nebo intenzita fluorescence jsou citlivé na
pritomnost dalSich latek - zjiSténi koncentrace

Fluoresceéni znacky

= klasické: organicka barviva, fluorescentni bilkoviny,
chelaty lanthanidt

— dobfe rozpustné ve vodé, snadné pouziti, mnoho existujicich
protokolti a aktivovanych forem

— ale Siroké spektralni pasy, nachylné na fotorozklad

= moderni - polovodi¢ové kvantové tecky, anorganické
nanocastice dopované lanthanidy, nano¢astice latexu a
kfemicitan s navazanymi fluorofory
— diky pokroku v oblasti materialovych véd



Fluorescein

nejCastéji pouzivany fluorofor
— vyhody: vysoka absorbce,
velké @, nizka cena
— exc. lze pfi 488 nm Ar laserem
(kofokal. mikrosk., cytometrie)
fluorescein-5-isothiokyanat
— FITC, 494 / 520, s -NH, skupinou I

dava thiomocovinové uskupeni
— reaguje rychleji, stabilnéjsi produkt
na -SH skupiny: 5-jodoacetamidofluorescein
(5-1AF) a fluorescein-5-maleimid
na aldehydové €i oxoskupiny:
— fluorescein-5-thiosemikarbazid, da hydrazonovou vazbu
— pouzitelny napf. pro znaceni cytosintiv DNA ¢i RNA
po jejich aktivaci hydrogensiri¢itanem
na sacharidové zbytky:

NHS-fluorescein

— fluorescein-dichlorotriazin (DTAF), i na jiné biomolekul s volnymi

alifatickymi hydroxyly, také na tubulin

Problémy s fluoresceinem

pod 7

nachylny na fotorozklad - signal vydrzi pouze par minut
pH zavislost fluorescence - vyrazné klesa signal pro pH

existence isomerud - miize komplikovat geometrii vazby k

proteiniim, nasledné eluéni ¢éasy v chromatografii,

migraci v gelech

= méné vhodny pro "ultracitlivé" aplikace




Rhodaminy

sulforhodamin 101
(Texas Red)

rhodamin 6G rhodamin 110 TRITC //N

= strukturné podobné fluoresceinu, ktery doplnuji
— misto atomu kysliku jsou na postranni cykly vazany dusikové atomy
— mohou nést rizné substituenty a tim je dostupna Siroka skala variant
= emise probiha pfi delSich vinovych délkach ve srovnani s
fluoresceinem
— pouzitelné pro techniky s dvojim znacenim
— vyssi fotostabilita a dobra excitovatelnost svétlem rtut'ovych vybojek

= sulforhodamin B, jinak Lissamin rhodamin B

— obsahuje na dolnim aromatickém jadre dvé sulfoskupiny v polohach 3
(vpravo nahore) a 5 (dole) (Imperial Chemical Industries)

= sulforhodamin 101, Texas Red (Molecular Probes)
— emitujici nad 600 nm
= tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat (TRITC) resp. (TMR)

— od tetramethylrhodaminu, nejbéznéjsi znackovaci €inidlo z této skupiny,
(544 1 570), €;,, = 105 M cm™!

— reakce s aminoskupinou probiha analogicky jako u FITC

— karboxytetramethylrhodamin (TAMRA) dalSi alternativa
= NHS-rhodamin (5-karboxymethylrhodamin sukcinimidylester) (544 / 576)
= karboxy-X-rhodamin (ROX) - znaceni oligonukleotid(, sekvenovani
= Lissamin Rhodamin B sulfonylchlorid (556 / 576)

— ma v 5-pozici reaktivni skupinu -SO,CI - s -NH, vznika sulfonamid

— podobné existuje sulfonylchlorid i od Texas Red derivatu
= na derivatizaci SH: tetramethylrhodamin-5-jodacetamid (540 / 567)
= pro reakci s aldehydy Lissamin rhodamin B sulfonylhydrazin

— ma v 5 poloze skupinu —SO,-NH-NH,) (560 / 585)

— sulfonylhydrazin Texas Red emituje pfi delSi vinové délce (580 / 604)



Rhodaminy - zhodnoceni

= fluorescence v ¢ervené oblasti
= vySSi stabilita nez fluorescein
= excitovat (pfi 520 nm) Ize rtut'ovou vybojkou

Alexa Fluor

= rhodaminovy nebo
kumarinovy skelet
doplnény o sulfoskupiny

= vySSi rozpustnost

= cela odstupnovana radu Alexa 488 Alexa 532
slou€enin s posunujicimi COOH COOH

se exc. a emis. maximy
= napojeni na znac¢ené biomolekuly probiha v dolni €asti molekuly pies
karboxyl v poloze 5 aktivovany napi. NHS skupinou

— jsou pritomny i isomery se skupinou posunutou do polohy 6

1. Alexa Fluor 405 —
19 2. Alexa Fluor 350 —
/’\ 3. Alexa Fluor 500
f\ 4. Alexa Fluor 488 —|
/ ‘\ 5. Alexa Fluor 430

6. Alexa Fluor 514 —
7. Alexa Fluor 532
8. Alexa Fluor 555 —
9. Alexa Fluor 546

\ 10. Alexa Fluor 568 —
\ 11. Alexa Fluor 534 —
12. Alexa Fluor 610 —]

12 3456789 101112131415 1617 18
A ,
13. Alexa Fluor 633 —
14. Alexa Fluor 635 —

('{ \ '
15. Alexa Fluor 647 —|

400 450 500 550 600 650 70O 750 800 850 16 Alexa Fluor 660 —
17. Alexa Fluor 680 —

Wavelength (nm) 18. Alexa Fluor 700

19, Alexa Fluor 780

Fluorescence emission




imunolokalizace ribulosabisfosfat
karboxylasy v 2.0 um fezu listu
kukurice (C4, separovany fotosynt.
slozky mezi mezofil a svazky cévni)
— anti rubisco Ab, Alexa Fluor 488 kozi
Ab anti krali¢i IgG
— autofluorescence chlorofylu
(¢ervené, v mezofylovych plastidech)
— lignin (matné zeleny) v xylemu
svazkil

— kutin (jasné zeleny) v kutikule vné

epidermis

s periferni neurosystém embrya

Drosophily:

— mAb 22¢10 anti mikrotubuly, Alexa
Fluor 488 krali¢i Ab anti-mysi IgG

— délici se buriky - Ab anti histon-H3,
Alexa Fluor 594 kozi Ab anti kralici
IgG

— jadra DAPI (modra fluorescence)

H
CH, N
Kumariny mw JORS
AN
N o 0° /jo , DCA

CH,

(0]
H
HN 00 °  AMCA-HPDP =

= kumarin = 2H-1-benzopyran-2-on je prirodni latka
= 7-amino-4-methylkumarinové derivaty, zejména
7-amino-4-methylkumarin-3-octova kyselina (AMCA) (345 / 450)
— pro -NHZ AMCA-NHS 4-methyl-7-hydroxykumarin
— pro -SH AMCA-HPDP excitac emise
— pro aldehydy AMCA-hydrazid
»  7-diethylamino-3-[(4’-(jodacetyl)amino)-fenyl]-
-4-methylkumarin (DCIA)
— velmi intenzivni fluorescence (382 / 472)
— na svétle nestabilni

300 350 400 450 500 550
(nm) \




BODIPY

F e ¢\
\ Br-BODIPY
\ ]
o 0
BODIPY FL C, SE BODIPY 530/550 C3

4,4-difluoro-4-bor-3a,4a-diaza-s-indacen
— nema ionizovatelné skupiny - malo ovlivnén pH
— vysoké absorbance a vysoké kvantové vytézky fluorescence
— mensi komplikaci jsou malé Stokesovy posuny pod 20 nm
modifikace v krajnich polohach postrannich cyklopentadient
— derivaty s posunutymi spektralnimi charakteristikami
— pro -NH, existuje BODIPY FL C3 SE s postranni NHS skupinou (502 / 510)
— komplikaci je vzajemné zhaseni, pokud je stupen substituce vyssi
— dostupné derivaty s jodacetamidovou a hydrazidovou skupinou
derivaty BODIPY 530/550 C3-X - maxima k vy$Sim vinovym délkam
— pritomnosti objemnych aromatickych postrannich substituentt
— reaktivni skupinou X mtize byt NHS nebo hydrazid
bromderivat Br BODIPYpro substituce sulfhydrylovych skupin

Cascade blue 9 O
g

; SO,H o._N?
od sulfonovaného pyranu ‘ O ~

— vlastnostmi vhodné dopliiuje O‘ JL s NHCH)NH,
fluorescein pfi multiznaéeni ro 2 NH(CH,)NH,
H SO.H -NH-NH,

— vyborna rozpustnost ve vodé [so;

— dobré kvantové vytézky (kolem 50%)

— mala aroven vzajemného zhaseni pri vyssich substitucnich pomérech

— mateiska slou¢enina ma na hornim jadie vpravo pouze methoxyskupinu.

pro zna¢eni aminoskupin - acetylazidovy derivat (375+400 / 410)

— pri vysSich teplotach — kolem 80 °C v DMF probiha presmyk azidového
uskupeni na isokyanatovou formu a odstépi se molekula dusiku

— isokyanat reaguje s volnymi hydroxyly, vznika urethanové uskupeni

— dalSi formy maji v postranni ¢asti hydrazinovy, ethylendiaminovy nebo
kadaverinovy (pentamethylendiaminovy) zbytek




Lucifer yellow

= zakladni slou¢eninuz=H

= derivaty 4-aminonaftalimid-
-3,6 disulfonatu

= napojeni se realizuje pres
horni imidovy atom dusiku

— jodacetamidovy derivat (na —SH)
— hydrazidova skupina (Lucifer Yellow CH, na aldehydy)
— optické parametry (427 / 530)

= predevSim v cytochemii

Cyaninové fluorofory
= velmi popularni zejména v oblasti DNA
bio€ipt vyuzivajicich cDNA fragmenty

jako imobilizované préby

= zakladem je indokarbocyaninovy skelet

— je sulfonovan, obé aromatické ¢asti jsou spojeny uhlikatym miistkem
s konjugovanym systémem dvojnych vazeb (methin)

= je k dispozici odstupinovana fada fluoroforti (Amersham Biosci.)

HSO, SO,H HSO,
O ) P O )
N+ I\L N+
P .

vzorek - Cy5

kontrola Cy3

prekryvovy signal (oba kanaly)




Cyaniny - zhodnoceni

= délka polyenového spojovaciho retézce

— monomethinové slouc¢eniny - thiazol orange (TO), oxazolle yellow
(YO) nebo jejich dimery (TOTO, YOYO) - fluoreskuji po vazbé na
nukleové kyseliny (fluorescenc¢ni sondy)

— polymethinové slouéeniny - Cy3, Cys5, ...
— délka spoj. retézce, resp. pocet vinylenovych -CH=CH- skupin
pusobi bathochromni posun o cca 100 nm - fluorofory emitujici az
v NIR oblasti
= vyhody NIR fluorescence
— neni zde uz autofluorescence biologickych slozek - vyssi citlivosti
— méné nakladna instrumentace, excitace pfi delSich vinovych
délkach
= problémy
— uzké excitacni pasy, fotorozklad, mensi intenzita v NIR

Atto Fluorescent Absorption | Emission Extinc!:ion
= vysoka absorbce a vytézek, fotostabilita Dye max. max. | coefficient
L g . 000 [nm] [nm] [em™ M)
= modifikace oligonukleotid
L A . . 390 479 24.000
= nékolik typu struktur na bazi kumarinu, P o 45,000
rhodaminu, ... (Atto-Tec) :
453 508 75.000
exc.
em. Atto 495 495 527 80.000
; f Atto 488 501 523 90.000
: - 516 538 | 110.000
_ AN /L \ Atto 532 532 554 115.000
Vi) Vet Atto 550 554 579 120.000
Atto 565 563 592 120.000
Atto 590 594 624 120.000
601 627 120.000
619 643 120.000
629 657 130.000
644 669 150.000
663 684 125.000

Trojnasobné znaceni endothelialnich bunék (HUVAC): von
Willebrand faktor - Atto 550 zna¢. Ab (zelené), kadherin - Atto
655 zanc. Ab (ervené) a jadra DAPI (modie)



Fluorogenni substraty hydrolas
(?H (?H
0=p-0 0—P=0
OH OH

FDP

derivaty resorufinu

derivaty fluoresceinu, napr.
fluoresceindifosfat pro ALP

ZT

—R-Z rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-argininamid)
(BZAR), pro serinové proteinasy, (496 /
520) cca 100x citlivéjSi nez slouceniny
zalozené na AMC

jiny priklad - rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-
fenylalanyl-L-arginin amid) (Z-FR-R110)
pro cysteinové proteinasy katepsin B a L

Fluorogenni enzymové substraty

0
HO—P—0 0.0 H,0 HO 0__0
OH |
= - H;PO, =
MUP CH, cH,

4-methylumbelliferylfosfat (MUP), po hydrolyse fosfatasou vznika
4-methyl-7-hydroxykumarin (methylumbelliferol), modra fluorescence,
(360 / 450)

> XNH 0 0 derivaty 7-amino-4-methylumbelliferolu (Z-X-AMC
nebo Z-X-MCA), AMC produkt (342 / 441), napf.
| 7-amino-4-methylkumarin N-CBZ-L-fenylalanyl-L-

= argininamid (Z-FR-AMC) pro stanoveni serinovych
proteinas a plasminu, kalikreinu, katepsinu), nebo 7-
3 amino-4-methylkumarin, N-CBZ-L-aspartyl-L-
glutamyl-L-valyl-L-asparagylamid
(Z-DEVD-AMC) pro kaspasu 3

alternativné derivaty 7-amino-4-trifluoromethylkumarinu, napf. Z-DEVD-AFC

CH

N-CBZ- je N-benzyloxykarbonyl-



Lanthanidové HOkOH
komplexy /@AN/\/N\/\ o

= Eu®*a Sm®* ve formé chelatovych komplext
— atraktivni fluorescenéni znacky vhodné pro ¢asové rozliSenou
fluorescenci (,,time-resolved fluorescence®, TRF)
= pro "pfichyceni"k biomolekulam slouzi N'-(p-isothiokyanatobenzyl)-
diethylen-triamin-N',N2,N3 N3-tetraoctova kyselina (DTTA)
= ktera se mlize vazat na aminoskupiny za vzniku thiomoc¢ovinového
uskupeni.
= takto pfipravené komplexotvorné misto pak vaze iont lanthanidu a
ziska se intenzivné fluoreskujici znacka s relativné dlouhou dobou
zareni po excitaci
— pfi pulzni excitaci se vy¢ka, az vymizi ¢i vyhasne nespecificka
fluorescence pozadi, pripadné rozptylené zareni, a az pak se po kratké
prodlevé zméri fluorescence znacky

— lze pouzit i dal$i lanthanidy, napf. terbium a dysprosium
— proces pod nazvem DELFIA zavedla finska firma Wallac Oy

Dalsi chelatové struktury

CH,
AN
,NH
N (I? N=
N [ o S
A )
A
O \_co, Thd+
~—COp
N N N o]
OO T R
C00" Co0~ 00~ €00° R

= kryptat terpyridin chelat s anténou



Excitation Emission

TRF mé?eni Stokes” shift for ]
= chelaty lanthanid i
(Eu! Sm! Dy) %
— dlouha zivotnost i
excitovaného stavu _‘g \ [
— velké Stokesovy posuny % L\
350 d-l'.IU d.’ltﬂ 51"!(3 i%'U
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. — Th'** —Dy* —FEu*" — Em
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ie Counting _,i
T time 5
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Kvantové tecky
= moderni fluoreskujici polovodicové nanokrystaly
=  QD, "quantum dots" jsou mensi nez 10 nm a svym kvantovym
chovanim se nachazi mezi polovodici a izolovanymi atomy
* polovodice - valenéni a vodivostni energ. hladiny oddélény o E,
— excitace - elektron prejde do vodivostni hladiny a zanecha za sebou
kladné nabitou diru ve valenéni hladiné
— prostorova separace tohoto paru ("exciton") odpovida Bohrovu priméru
a je typicky 1 az 10 nm

= QD maji obdobnou velikost

— excitony jsou v nich ohrani¢eny
podobné jako chovani ¢astice
v uzavieném prostoru

— energetické hladiny pfipominaji

Il

A & HOMO-
atomy &i molekuly g B fuwo
— optické vilastnosti zavisi na velikosti
bulk quantum isolated

mesel semiconductor dot molecule




Fotoluminiscence u QD
= vznika radia¢ni rekombinaci excitont, spektralni vlastnosti jsou
»laditelné“ zménou velikosti ¢astic
— napf. u CdSe nanokrystalti Ize emisi nastavit od 450 do 650 nm
— mensi QD jsou ,,modrejsi“ (hypsochromni efekt)
= vyhody nanoteéek oproti klasickym fluorofordm zahrnuji

— vysoky jas (20x vyssi proti jinym typtm, dany velkym kvantovym
vytézkem a vysokym extinkénim koeficientem)

— uzké emisni pasy pod 30 nm, velké Stokesovy posuny - ¢astice
obsahujicich riizné barevné QD v riznych pomérech, €imz vznika
chemicky ,,arovy kod“ umoznujici identifikaci v komplexnich smésich

— velmi stabilni a nepodléhaji fotodegradaci (Casto se chrani proti
fotooxidaci plastém z polymert nebo jinych polovodicu (napi. CdSe
povileceny ZnS nebo silikatem)

— Siroké absorbéni pasy - rizné barevné QD Ize excitovat stejnym zdrojem
svétla a jednoduse tak vyhodnocovat soucasné rizné znaceni odliSnymi
barvami pfi multiplexnich stanovenich

= pro konjugaci s biomolekulami se nanasi reaktivni vrstvy jako
tri-n-oktylfosfinoxid (TOPO) nebo hexadecylamin

Kvantové tecky (QD) < E“ Yo
°. Vil
- f)\\ y i Ca8 . \)l.\l.
gyu:t:::; ot = unikatni fluorescenéni ‘T\S’“" ¥y “‘\_._Qb
vlastnosti - stabilita vaci P @_-""’» )
fotorozkladu, velké o~ Y — ]\f
Stokesovy posuny o J; Qr

= CdTe jadro obalené CdS,
rozpustnost diky vazbé thioglykolové kys. (TGA)
= prekurzory - Te, CdCl,, TGA a NaBH,
— NaHTe pripraven redukci Te pomoci NaHB,
— nastrik roztoku NaHTe do smési CdCl, a TGA v inertni
® @ atmosfére
- = — refluxace na vzduchu (minuty az hodiny)
= pfi zahfivani roste prdmér QD, emisni maximum se
posouva k delSim vin. délkam
= vétsSi QD maji lepsi stabilitu

refluxing solution
of the QD precursa s




Light intensity {A.U.)

Vlastnosti QD

90004 Ex: 360-440 nm Ex: 485-520 nm
2000 Em: 620-740 nm Em: 528-620 nm
sensitivity 110 sensitivity 110

TO00 4 quantum dot ucrescence

fluorescein fluorescence
5000 4
5000 4
4000 4
3000 4

10:00 b 15:00 h

05:15 :h

01:45h | |

Nanodastice
s fluorofory

optické kédovani na zakladé
multiplexovani vin. délek
polymer, uvniti smési riizné
fluoreskujicich QD - charakt.
spektrum

moznost identifikace cilovych
biomolekul ve smésich pfi uziti
kombinatorickych postup
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Fykobiliproteiny
= intenzivné fluoreskujici proteiny z fotosyntetického aparatu eukaryot,
modrozelenych a €ervenych sinic, fas a cyanobakterii

= nat

ivni nefluoreskuiji, ale excitacni energii predavaji na chlorofyly

= purifikované fluoreskuji s vytézky kolem 100%

obsahuji nékolik bilinovych chromofort (napft. B-fykoerithrin 34)

to v souhrnu poskytuje vysoké extinkéni koeficienty pro celou molekulu
fluorescencéni vytézky se blizi 30 fluoresceinim nebo 100 rhodaminim
fluorescence neni externé zhasena

dostupnost mnoha konjugacénich mist

v prodeji jako konjugaty se streptavidinem nebo biotinem

Nazev Zdroj Slozeni | M, Pocet | Aex/ Aem | € (10°M"
(kDa) | bilind | (nm) cm’)

B-fykoerythrin Porphyridium cruentum (aB)ey 240 34 ]| 546/575 2,4
R-fykoerythrin Gastroclonium coulteri (aB)sy 240 34 | 566 /574 2,0
C-fykocyanin Anabaeba variabilis (aB)2 72 4 614 / 643 0,58
allofykocyanin Anabaeba variabilis (aB)s 110 6 650 / 660 0,70
CryptoFluor Crimson | cryptomonad algae 40,2 585 / 658
CryptoFluor Gold cryptomonad algae 30,8 566 / 600

Zeleny fluorescecéni protein

= "green fluorescent protein”, GFP - z bioluminiscentni meduzky
(Aequrea victoria, jellyfish), 26 kDa

= chromofor - p-hydroxybenzyliden-imidazolidinon, vnika cyklizaci a
oxidaci aa zbytkl Ser-Tyr-Gly:

/@/\*

TysE O Glye7

. .;yu;llzahon /@Arj( omaallon:OQJ
. Hzoz N“*
:\/([’ Serss h

H OH H OH

H OH

"= mu

tagenezi ziskany vylepsené varianty - Siroké pouziti pro znaceni
divoky typ, smés fenolu a fenolatu

fenolatovy anion

fenol

fenolatovy anion s pridruzenym pi-elektronovym systémem

indol (Trp misto Tyr)

imidazol (His misto Tyr)

fenyl (Phe misto Tyr)



Pouziti GFP
= biologicka znacka pro sledovani a kvantifikaci
exprimovanych bilkovin
= studium protein-protein interakci
= interni bunéény "biosensor"” pro sledovani signala

= rekombinantni techniky - spojeni GFP se sekvenci jiné
bilkoviny - chiméry - sledovani lokalizace a pohybu
bilkovin v burikach

zelené mysi a podobné ...

Fluorescencéni polarizace (FP)

= zalozena na velikosti rotacniho pohybu molekul
= v protikladu jsou doba zivota 7, a rychlost pohybu 6
= excitace se provadi polarizovanym

fluoroforu

rot

svétlem, tj. excituji sF-puuze

fluorofory vhodné orientované C(%?Q! %‘ Qo

vucéi roviné svétla é)Qbé%@P
= pokud bude Zivotnost SeR¥ Q}O}oco

exc. stavu mnohem

krat$i, nez rotace, / \

tak si excitované mole- [860)
kuly zachovaiji orientaci %’ Cé? Soe) Cﬂ:’\ %.b:o

ac
a bude emitovano | &

polarizované zareni % %{ﬁ’m

= pokud bude Zivotnost ‘ Rogt

L L
exc. stavu dlouha, porusi
se orientace molekul a

e i e e polarizované depolarizované

emitované zareni



P 3

P 3

FP a mobilita molekul (1 lj:(l IJ(I rj
o

= P, ... FP v nepfitomnosti rotacni difuse

= alternativni vyjadreni rotace pomoci 77\/ 77M
viskosity a molekularniho objemu V, 0="—= —“(\7 + h)
Ize dale zavést molekulovou hmotnost KT RT

spec. objem bilkoviny v a hydrataci h
(typ- 0.2 g vody na 1 g proteinu)

= v praxi jsou diky hydrataci a nesférickému tvaru korelaéni €asy 0 asi
2x vétsi nez odvozené pro kouli v suchém stavu (napi. HSA, M= 65
kDa, h=1,9 vychazi 8 kolem 50 ns)

Polarizator

= svétlo po priichodu polarizatorem osciluje pouze v jedné
roviné

= dichroické systémy - adsorbuji jednu z obou rovin
polarizace (film z orientovaného PVA dopovana jédem),
malo efektivni v UV oblasti

= krystaly kalcitu vykazujici dvojitou refrakci - rozptyluji
rizné obé roviny polarizace (Nicol a Glan polarizatory,
Wollastontv hranol)



M&Ffeni FP excitacs [

zdroj
svétla

= zméfFi se horizontalni a
vertikalni slozky emitovaného
zareni | —|
= polarizace se P=
vypoéte podle vztahu: I, +1,
byva od -0.25 po 0.5
= alternativné se pouziva| | —1, detektor
anisotropie r: - |
+ 21
v h 2r
= obé veli€iny jsou zaménitelné (vnitiné souvisi): P= E

polarizatory

vzorek

emise

= jako tracer funguiji konjugaty malych molekul (peptidy, 1é€iva,
pesticidy, ...), které jsou pomoci vhodného mustku (linker) spojeny
s fluoroforem (fluorescein, rhodamin)

FRET Forster energy resonance transfer

= pFenos energie zafivymi nebo nezafivymi mechanismy mezi dvéma
chromofory
— zafFivy (trivialni) prenos - excitovana molekula donoru emituje zareni, které
je absorbovano molekulou akceptoru
— nezarivy prenos energie (FRET) - ve smési molekul dochazi k absorpci
pouze molekulami donoru, avSak koneénym vysledkem je excitovana
molekula akceptoru (chromofor, budici zafeni sam neabsorbuje)
— nedochazi k emisi svétla donorem

. ] neradiacni
L\ fechod v
31 B p y v
H — . Distance and Energy Transfer Efficiency
: A—— i
S : g
: — ¥ &1
absorbce - . = Férster Distance
donoru . . 751
:I EEEER I’: emise g ln
., = rezonancni ; . akceptoru & P O <+— 50 Percent
= pienos : g Transfer
. = g 1 iency
- w £ 25F :
H = & 1
so N 7] Vi s - A g o L H
u 9 2 4 6 8 10
oTor akceptor Distance {r, in Nanometers)




Efektivita FRET E-— 1 _1-To 1 Fo

1+( 7 ) oo R
=  dana pomérem vzdalenosti rmezi D a A fo

a Forsterova poloméru r,, nebo alternativné poméry doby 1 nebo
intenzity F fluorescence donoru bez (1, F) a v pritomnosti (1’ ,F)
akceptoru, zavisi dale na:

— vzdalenosti mezi donorem a akceptorem

— speltralni pirekryv emisniho pasu donoru a absobéniho pasu akceptoru
— vzajemné relativni orientaci dipolii donoru a akceptoru

= pravdépodobnost rezonancniho pfenosu energie urcuje kp,

— urcujici slozkou je dipdl-dipolovy prenos energie 6

— Forsterav vzorec (v pripadé slabé vazby, k = i L
kdy vzajemné interakce donoru a akceptoru o lr
neovlivni opticka spektra) oo

— T, — doba dohasinani fluorescence donoru, r, — vzdalenost, ve které je
pravdépodobnost pfenosu energie rovnha pravdépodobnosti vnitini
deaktivace vzbuzeného stavu molekuly, r,, — vzdalenost mezi donorem
a akceptorem

FRET usporadani donor - fluorescenéni skupina (fluorofor)

‘ akceptor - zhasejici skupina (quencher)

%ﬁexcitace
hydrolysa vhodné skupiny

. _. ve spojovacim mustku oddaleni - neni
vyt \ I ?111 pfenos energie
|
nezafivy pfenos energie —|—. _— _‘

na blizkou skupinu akceptoru 1

ZADNA FLUORESCENCE ‘:@J NASTUP

FLUORESCENCE
%‘k + —- ‘r\-f\ /

e [l T komplementarni DNA
beacon” (target)




FRET - vhodné skupiny

HO
fluorofory (donory, R znaci napojeni
na dalsi ¢ast molekuly)

o zhasece (akceptory)

DABSYL

Vicenasobné znadeni - detekce mutaci

Targets
MUT-G MUT-A MUT-T

.
-.
..

Filters




FISH fluorescence in situ hybridization

Acceptor
molecular

Donor
molecular
beacon

Quencher Quencher

P) ERET  Acceptor dye
Donor Dye e

||l|IIIIIIIIIIIIIIIIQ’H|]II|][|||]I||||||

mRNA target

= dual molecular beacon - vyssi specifita - obé proby musi hybridizovat
s cilovymi misty, technika "adjacent probes™

¥

Real time PCR reverse primer s

forward primer 5 4

molecular beacon
= zviditelnéni pribéhu ?
pomoci MB
— 95 °C denaturace Initiation l
— 65 °C annealing,
pfisednuti primerti a . ~—
MB = fluorescence L - N
— 72 °C prodlouzeni
viaken

¥ Ea
5 ¥
2000 65°C 3 . 5 N Repeated
© ¥
g o -~
8 (monitor fluorescence)
w 1000
o
: |
< [
o
0 3 rereer ¥
5 ¥
R O (O ) M 72°C 5 s 2N
10 20 30 40 50 60 g ¥
Thermal Cycles —s




FRET: in vivo interakce biomolekul

separované biomolekuly
BFP sFP ;
excitace 3z5¢:r(r)use
pFi 380 nm + pri 570 nm
BFP GFP
asociace
BFP GFP
e)v(_citace nastup emise
pFi 380 nm pfi 510 nm
—_— —_—

FRET: in vivo

interakce biomolekul

donor

interakce ligand a receptor

b

akceptor

hydrolytické stépeni

fuze liposomu




FRET imaging v mikroskopii

Donor Acceptor

Emission Emission FRET

= lokalizace a vzdalenosti Energy ranslr  Lanpe r
biomolekul v buiice Jigurston  aischase

Lamphouse

Cooled Gen lil
Intensifiod
CCD Camera

Systems HE & ; .::.
i - @ W=
Ui han® e
Inverted
Nipkow Confocal  Tissue Culture
Scan Head Microscope
cGc
c T
- T A
Gene PlN A G GACGTAGGCGATCTAAT
c A CCTGCATCCGCTAGATTAG
G T &L G
Te AT ¢ G

cG G
cG
¢ -

= oligonukleotid - "inteligentni” DNA proba obsahujici sekvenci
komplementarni k cilové sekvenci v analyzovaném vzorku

= najednom konci ma fadu G, na druhém konci fadu C a navic skupinu
fluoroforu

= v roztoku tedy vytvori vlasenkovou strukturu, v niz se fluorofor
priblizi ke guaninovym zbytkam, které funguiji jako zhasec¢

= v pfFitomnosti cilové sekvence se vlasenka otevie a objevi se
fluorescence

= vyhody: jednoduchost, rychlost, citlivost (107 az 10-12 M)




Elektrochemiluminescence (ECL)

chemiluminescence jako vysledek elektrochemické reakce, ze
stabilniho prekurzoru na povrchu elektrody vytvoren vysoce
reaktivni prvek, ktery reaguje za tvorby svételného zablesku

chemiluminiscentni reakce, ktera vede k emisi fotonu z rutheniového
komplexu, je iniciovana elektricky, spiSe nez chemicky

realizace ECL na povrchu elektrody umoznuje presnou prostorovou
kontrolu procesu, véetné zapnuti a vypnuti (ON / OFF), PMT detektor
je prostorové velmi blizko

hlavni vysledek je intenzita svételného toku, podruznou informaci je
zavislost proudové odezvy elektrody

vhodné i pro velmi nestabilni latky (generovani in situ)
moznost recyklovani - zesilovaci ucinek

ECL lIze provést i s luminolem

komplexy ruthenia s bipyridinem, [Ru(bpy),]**
technologie se vyuziva v imunoanalyzatorech firmy Roche

LiGHT Systém Bioveris
| 620 nm
emise svétla
*Ru(bpy)s* g
- : e Chemi-
“‘_"/ predani chem.
2 energie
Ru(bpy),** Rufbpy)s* - TPA TPA**
1
& / k Elektro-
¥ e Beitiode — e/ felt.ek'trochemlcka
iniciace
Ru(bpy),*(1) = BV-TAG" TPA = Tripropylamine

ruthenium a TPA jsou oxidovany po aplikaci napéti na elektrodu

radikal TPA+* ztraci proton, redukuje Ru3* na Ru?*, které z
excitovaného stavu prechazi do zakladniho za vyzareni fotonu

Ru se nespotiebovava — recykluje se — zesilovaci mechanismus
— zvyseni citlivosti stanoveni



BioVeris tag

= stabilni neizotopicka zna¢ka BV-Tag-NHS

= ruzné formy pro biomolekuly:

— BV-Tag-NHS-ester aminy (bilkoviny)

— BV-Tag-fosforamid fosfoskupiny (nukleové kyseliny)
— BV-Tag-maleimid thioly

— BV-Tag-hydrazid sacharidy

— BV-Tag-amin karboxyly

= podobny je systém ELECSYS
= obvykle kombinovano se zachytem pomoci magnetického nosice

Biotin a (strept)avidin

= Siroce pouzivano pro pripravu konjugata, znaceni a imobilizace

— 1927 - objeveno, ze krysy krmené bilkem dostanou dermatitidu

— 1940 tu odstrani vitamin H
1941 efekt prifazen avidinu a objevena vysoka afinita avidinu k biotinu
1976 praktické vyuziti interakce pro znaceni - Wilchek



Biotin / avidin - i
] . D-biotin N
velmi pevna interakce, K, =1.3 x 10" M HN
odolnost komplexu - stabilni v8 M guanidinu
pfi pH 5, disociuje az pfi pH snizeném na 1.5 HO s
o]

NH

biotin, vitamin B,, vitamin H

avidin
— tetramer (4 x 16.4 = 58 kDa)
— kazda podjednotka ma vazebné misto pro biotin
— glykoprotein, pl 9.5, izoluje se z vaje€ného bilku

streptavidin
— obdobny (tetramer 4 x 15 kDa), ale strukturné i co do aa slozeni odliSny
od avidinu

— pl 5-6 - mensi celkovy naboj - méné nespecifickych interakci
— ze Streptomyces avidinii
— vyhodou mnohem mensSi nespecifické interakce

neutravidin
— deglykosylovana forma avidinu (nevadi lektiny), pl 6.3

s )\
& 7

streptavidin

10 20 3 0 40 50 60
B B2 pa | Jiiss
AVD ARKCSLTGKW}?D TIGAVNSRGEFTG SNEIKESPLHGTONTINKRTQPTFGFT
sS4 EAGITGTWYQ FIVTAG ADGALTG ESRWLTGRYDSAPATDG SGTALGWT
L Lakk Kk kaokkk . k akkkk .kk . Lk k
70 80 30 100 110 120
. Bs g7, B,
AVD K--- - GQCFIDRNGKEVLKT LRSSVNDIGDDKATRVGINI FTRLRTQKE
SA VANKNNYRN SGQYVGGAERR --INT LTSGTTEA-NAQKSTLVG FTEKVEKPSAA
* %k * . st * kkk * R . **:* * % A LR




Detaily vazebného mista

avidin streptavidin _n23
N118 " N12 D128

\
Y43.I\ et "‘J-;

pr L25
4 527

w108

\.

i m?\\ s

Reverzibilita komplexu

= interakce mezi biotinem a
avidinem za normalnich
podminek nelze prerusit

= imobilizace rtiznych

biotinylovanych biomolekul
na avidinovany povrch

= nitroavidin - pfipravi se
nitraci tyrosinovych zbytku
v avidinu (volny nebo
imobilizovany) pomoci
tetranitromethanu

= interakci mezi biotinem a
nitroavidinem Ize narusit
nadbytkem biotinu nebo pfri
pH 10




Biotinylace - lysin, ev. jiné -NH,

o}
_OH

NHS o

O

NHS-biotin HN

O
= alternativné lépe rozpustny nebo s delSim spacerem:
Sulfo-NHS-biotin: Q NHS-LC-biotin: 0
)k (i sulfo varianta)

o
SO,H o

A 2
S~ > g

' 2d ¢
1.35 nm X 2.24 nm

Biotinylace -SH

0
maleimido-propionylbiocytin )L -

ZT
ZT
o
»
O
P4
\

O
i
(%))
T

N-[6-(biotinamido)hexyl]-3’-(2’-pyridyldithio)propionamid

biotin-HPDP HN)LNH ﬁ‘\ | s
(0]
H _N
X S\S /\/U\H/\/\/\/NM

N 0 R—S—S— ..ua




Biotinylace sacharidu

biocytin-hydrazid

po oxidaci jodistanem
na aldehyd

s CDI uéinkuje i na

H
H,N N
I\/\/ 5 S Asp a Glu
0~ |'NH-NH,
Biotinylace Tyr, His
o)
diazobenzoyl-biocytin
N HN™ "NH
N
H H
N N
\©\H/ s
O| COOH o}




Q Fotobiotin

HN NH =

Oo. 0O
CH, N7
H | H
S
o
Ny, +
N-(4-azido-2-nitrofenyl)-aminopropyl- N\\N*
-N’~(N-D-biotinyl-3-aminopropyl)-N’- UV light
-methyl-1,3-propandiamin 9 B
O, -0
N
- 0
O-N Ne
- 0
74 \ O\N’
_ fotoaktivace,
N R—NH, & \ expanze kruhu
HN
\R \/N
MOdifi kace e*e ¥33H avidin B % Bp
s . 00,
= genetické manipulace B

— mutace Y33H - pH-nastavitelna vazba biotinu

— monovalentni protein (N23A, S27D, S45A) - odstranéni crosslink-
interakci

= cilena kovalentni vazba polymeru reagujicich na stimuly
"molecular switches" - reakce na podnéty - teplota, pH, svétlo, ...

zménou konformace
"smart polymers"
= fazni chimerické proteiny
— dvoji afinita

Change in pH, light or temperature
Stimuli-resonsive

B
streptavidin conjugates B
+— B BB
B\

"single-chain"
Change in pH,
light or o
temperature
—

Precipitation




Existujici a budouci moznosti

-Combining other functions to

protein purifi

PR changed binding activities L‘? -Specific immobilization
v e £ [ 3’ t ~Targeted gene therapy
‘u\' v ¥ n‘ -Enhanced binding activities
“a,
; ‘9 . X
- ”i' &® -Enhanced scaffolds (a2 '-E,'_ &h
~Novel binding g5 o, ‘,'i-'- for nanotechnology % Juf L b
specificities @ Rds L& g u »
& L;kﬁll i “-'\"L“’P
vn k'l I
$ e L BVY
t."\) 't '!Z“HV e
-
L << " % _combining other functions
. himeri Fusion 9 r Fumncth
-Catalytically active < ot:in: proteins to biotin binding, like
streptavidin L epitope recognition and
-More stable avidin g& < enzymatic activities
A ‘ g B -Probe and enzyme immobilization
©
\{ %fa
d
gk z?
L]
#%
b2 ""‘L&L
e & "g
v 2 =
.J ._"v 87 -Identification of structurally
2 o important residues
-Dual-affinity avidins Circularly™ Dlmct‘:dfram:'om -Affinity maturation for a peptide ligand
s permuted MUtagenesis  (streptag and streptavidin)
a7 proteins 7% R
o 'g.. Co £ & -Optimization of properties
4 \(‘ PE %% acquired by other methods
~Faster biotin-binding 2 1‘{ & -Affinity maturation for other
kinetics Lf-(g -Screening residues q '{% “  type of new ligands like small
-Increased affinity “‘ “2 important for property ﬁ e ¢ L'z:'v molecules, peptides and
towards labelled biotin &‘, I":’ 3] engineered in each case g ¢ d% nucleic acids
o & .;\t[_ »
e f‘! § ¥ 00 : .
'J ‘:&# ‘}"w" i}:-* -Incorporation of fluorescent amino
3 Y g : “ﬁ- acid in the streptavidin polypeptide
g

=Immobilisation & labelling methods
-Specific binding of mult]ple {up to four) = e i b
ligands into one (strept)avidin molecule -Modulation of binding affinity

=Control of oli isation and
-Scaffold structures for nanotechnolo
o -Modification of physicochemical properties

Radioaktivni znaceni
sledovani radioaktivné oznacené bilkoviny, nukleové kyseliny,
substratu nebo produktu enzymové reakce
pouzivané slou€eniny:

— jednoduché - 14CO,, 3H,0, 3580,

— uniformé znacené - ['4C] alanin, ['4C] ethanol

— specificky znac¢ené L-[methyl-14C] methionin, [methyl-*H] thymin
jednotky: Bequerel ~ s*! (dle Sl), Curie ~ 1 g 22Ra, (UCi — mCi v praxi)

detektory
— ionizaéni (Geiger-Mullerova trubice) - scintilaéni
— polovodic¢ové skenery - fotograficky material

separace rad. produktu
— precipitaci, extrakce
— vyvoj nebo inkorporace rad. plynu nebo tékavé latky
— elektroforesa, papirova nebo tenkovrstevna chromatografie
vyhody: presnost, chemicka identita, méreni radioaktivity nezavisi na
formé a podminkach
problémy: nakladné vybaveni i reagencie, pracovni rizika



Radioaktivni znacéeni

vysoce citlivé z hlediska detekce

komplikaci je striktni dodrzovani zasad bezpecnosti prace
s radioaktivnim materialem a ziskani potfrebného opravnéni

pro znacéeni biomolekul prichazi do uvahy fada izotopu:
B zarice - 4C, 32P, 35S a °H

— slabé zareni vyzaduje pouziti scintilaénich ¢inidel
y zarice - 1311 a 125]

— lepsi z hlediska citlivosti detekce sledovatelné pfimo s nékolikaradové
lepsi odezvou

1311 ma velmi silné zareni a zejména kratky polocas (8,1 dne)
— oboji je nevyhodné

125] ma delsi poloéas rozpadu (60 dni) a je slabsi zaFi¢

Jodace

Ize vyuzit pfimo vodny roztok |,, ktery obsahuje reaktivni formu
H,Ol*, vznikajici v dusledku rovnovaznych reakci

dochazi k substituci aktivovanych aromatickych jader tyrozinu (mono
i disubstituce) a histidinu

mohou byt najodovany nékteré uméle vnesené skupiny
jodace obvykle snizuje rozpustnost bilkovin

doba reakce urcuje stupen jodace

ukonci se pridanim redukéniho €inidla, napf. dithionic¢itanu

Iy =—= I+ R\I_l H,Ol* R\|:|

N N Na. _NH
,+H,0 === H,0l +I X he

H,Ol* R

R\©\ H,Ol* R
OH OH

OH




Jodadni Cinidla

= pro oxidaci jodidu se pouziva nejcastéji chloramin T

SO;—N—Cl
H,C

3

: SO;7—NH,
H,C

+ 12510l

= dostupny i vimobilizované formé na polystyrenovych ¢asticich jako

tzv. IODO-BEADS (Pierce)

— vyhodou je pomalejsi reakce a lepsi kontrola pribéhu a stupné jodace

= JODO-GEN
- 1,3,4,6-tetrachloro-3a,6a-difenylglykouril
— nerozpustny ve vodé, potahne se jim povrch
pracovni nadoby
= laktoperoxidasova jodace

— nosic¢ s imobilizovanou glukosa oxidasou
(generuje s glukosou peroxid vodiku) a

(0]

laktoperoxidasou - oxiduje jodid na jod

Bolton-Hunterovo ¢&inidlo
= ¢asto efektivnéjsi nez pfima jodace
= kdyz nejsou k dispozici volné tyrosinové zbytky

= napied se najoduje ¢inidlo, to se pak konjuguje s bilkovinou

0 )
0 0
N |25I 125| N
o~ -, o
o) o)
HO HO
125|
R-NH,
9 -NHS
125) R
N
H
HO

125
|




Radioaktivné znac¢ené protilatky

cilené radioterapeutické aplikace
radionuklidy - 212Bi, 88Y, 90Y, 99T¢, 67Cu, 186Re, 188Re, 56Ga, ¢’Ga, "1In,
14|, 15|
pfimé metody
— jodace, interakce kovi s povrchovymi -SH skupinami
neprimé
— zavedeni chelatovych skupin komplexujicich ionty kovt
— BCA, "bifunctional chelating agents"

— DTPA, diethylentetraaminpentaoctova kyselina - na bazi dianhydridu pro
derivatizaci -NH, skupiny

[0} (o}

) j\)j N Hko HO% HLOH

~~ /\/Nv§ N\/\N/\/NJ\
Oﬁ) "y
OH

O,
o} o OH

Liposomy

poprvé popsal Bangham v roce 1965

Siroké uplatnéni v bioanalytickych aplikacich, jako nosict
terapeutickych prostifedkd nebo vakcin, kosmeticky pramysi
spontanné vznikajici sférické lipidové struktury sestavajici

z fosfolipidovych dvojvrstev (jedna nebo nékolik) tvorenych
amfifilnimi molekulami -

— mohou byt pritomny také napr. cholesterol, mastné kyseliny
nebo dalsi latky dulezité pro funkcionalizaci povrchu liposomt

amfifilni molekuly na rozhrani fazi — voda / vzduch - vytvari
orientovanou strukturu monovrstvy, kdy polarni ¢asti molekuly
sméruji do vodné faze a nepolarni do prostredi vzduchu

mezi jednotlivymi dvojvrstvami je uzaviena vodna faze - maze
obsahovat hydrofilni latky, do lipidové dvojvrstvy Ize vpravit
hydrofobni latky



Vrstvy a micely

= lipidova dvojvrstva sestava ze dvou monovrstev nad sebou
orientovanych tak, ze nepolarni €asti jsou uvnitr struktury, kde
navzajem interaguji
— zakladem pfirozenych biomembranovych struktur
= sbalenim monovrstvy do kulovitého tvaru vznika micela (ve vodném
prostiedi) nebo obracena (invertovana)
micela (v nevodném prostiedi)

lipidova monaowrstya
uch

LALAAARRRRALATALL

woda
lipidova dvojvrstva

e | SR
A

obracena micela

Uzaviené struktury
= sbalenim dvojvrstvy do sférické struktury vznikaji membranové
vacky (vesikly) — liposomy, které uvniti obsahuji vodnou fazi
= nejjednodussi jsou unilamelarni (ULV) v praxi nejvhodnéjsi
— 20 az 50 nm - SUV, ,,small unilamellar vesicles®, velké zakfiveni povrchu
— od 100 nm az do asi 1 ym LUV, ,large ...“
— 1az 200 um GUV, ,,giant ...
= multilamelarni (MLV, pripravuji se nejsnadnéji a jsou stabilnéjsi), az
20 pym, usporadany koncentricky i nekoncentricky
= multivesikularni (MVV) - obsahuji uvniti nékolik vesiklt

lipidowy vacelk {liposom)
MLV (==

- Guv

suv




Ptiprava liposomu

= rozpusténi smési lipida v org. rozpoustédle (chloroform:methanol, 2:1)
— lze pouzit i rozpoustédla misitelna s vodou, zejména ethanol; nejsou v ném ale
rozpustné vsechny lipidy potfebné pro pfipravu liposomu
= rozptyleni ve vodné fazi
— po odpareni rozpoustédle ve vodné fazi se da vyuzit mechanické protrepavani,
vysokotlaka emulzifikace, ozvucovani, protlacovani membranou s pory (extruze)
nebo opakované zmrazovani / rozmrazovani - vznikaji rizné druhy liposomt

— pridani detergenti, které proces disperze usnadni doéasnym maskovanim
nepolarnich ¢éasti (Triton X-100, cholat, oktylglukosid)
— pridani chaotropnich ¢€inidel (moc€ovina, guanidin HCI, thiokyanat, nitrat)
= jzolaci zadané frakce z populace liposomu
= separace nadbyte¢nych modifikujicich latek nezachycenych uvnitf liposomi,
— gelova filtrace (Sephadex G-50) nebo dialyza
— pro velikostni frakcionaci liposom (Sepharosa 2B nebo 4B)
= uchovavani
— ve vodném prostiedi obvykle vede k reorganizaci liposomu
— zmrazeni poskozuje integritu vnéjSi membrany
— zmrazeni v pfitomnosti polyoltd nahrazujicich vodu, napf. sorbitol

Lipidy N2 NH,

= sloZeni je variabilni: fosfatidova

kyselina
— cholesterol o o .0 L
— fosfatidylethanolamin (PE) P! P P
— fosfatidylglycerol (PG) 0 Q O° 0o ° o
- fosfatidylcholin (PC lecithin)[ <™ % % % RJ<O
— fosfatidylserin (PS) o o) 0

— fosfatidylinositol (PI) Yo Mo Mo
— roztoky je tfeba chranit pied R R
oxidaci, udrzovat ve tmé

OH
0.0 HO :
= R znaci zbytek mastné
kyseliny, napf. HN H

— kyselina myristova S o 5 o

R = CH,(CH,),,- B P
— kyselina palmitova 0 0 O 0 Q )

R = CH,(CH,),,- R R

; a o} o]

— kyselina stearova o o

R = CH;(CH,),¢- yo AN




Cholesterol
muze tvofrit az 50% (mol.) z pfitomnych lipida
— je v membrané do znac¢né miry rigidni
a nema volnost ohybu

— jeho vzristajici podil snizuje fluiditu
membrany liposomu a posouva fazové prechody k vyssim teplotam

N’-cholesteryloxykarbonyl-3,7-diazanonan-1,9-diamin (C-DAN)

— polyaminovy kladné
nabity derivat

dale je mozné do liposomtl vélenit i sfingolipidy na bazi sfingosinu,
bézné v pfirozenych membranach, prakticky to omezuje vysoka cena
téchto slozek

Naboj liposomu
neutralni (PC, PE)
— nachylné k agregaci a sedimentaci
zaporné nabité (PG, k. fosfatidova, PS)
— dobre vychytavany bunkami, uvolni obsah pfi cirkulaci
kladné nabité (dimethyldioktadecylamonium bromid, DoDAB,
stearylamin, C-DAN)
— zejména pro prenos nukleovych kyselin (genova terapie)

Charakterizace viastnosti

morfologické (velikost, tvar, stabilita, distribuce velikosti -
mono/polydisperzni, naboj

strukturni organizace (permeabilita a fluidita)

funkcionalizace (zachytavaci kapacita, stabilita, reaktivita, schopnost
fazovani)

techniky

elektronova mikroskopie (SEM, cryo-TEM)

rozptyl svétla (staticky SLS a dynamicky DLS)

separace (SEC, FFF, CZE)

kalorimetrie (DSC) - ur€eni teplotv pfechodu T..



Funkcionalizace liposomu

= interagujici povrchové zakotvené molekuly
makromolekuly

= amfifilni molekuly

malé ve vodé
rozpustné latky

= zakotvené

makromolekul;\

hydrofilni protein qs.qf
zakotveny pres Q) Q) ‘\
hydrofobni &a ‘
integralni protein
o) Ve O !

™ lipofilni latky

ve vodé rozpustné
™ makromolekuly

(Chemicka) modifikace liposomu

= aktivace liposomi je mozna predem
— modifikaci komponent tvofricich membranu
— biotinylované liposomy
— primé zakotveni lipofilnich antigent (kardiolipiny,
glykosfingolipidy) nebo biomolekul modifikovanych lipidy
= nebo az u hotového liposomu

— oxidace PG nebo Pl v diolové €asti pomoci jodistanu — vznikne
aldehydova skupina

— volné aminoskupiny u fosfatidylethanolaminu a fosfatidylserinu,
nebo pfidani stearylaminu

— karboxyskupina z PS, Ize ziskat zaélenénim karboxylovych
kyselin s dostateéné dlouhym alifatickym retézcem pfimo do
membrany

— hydroxylové skupiny u fosfatidylglycerolu a fosfatidylinositolu



Napln liposomu

= pfFi pripravé mohou byt dovniti vpraveny rizné latky
z okolniho vodného prostiredi

— barviva, fluorofory, enzymy, lé¢iva, ...

= liposomy pak funguiji jako nosice velkého mnozstvi

detekovatelnych nebo jinak "uziteénych" komponent

— mohou byt s vysokou citlivosti stanoveny po uvolnéni do
okolniho prostiedi rozruSenim membrany liposomu detergentem -
- zesilovaci mechanismus

— postupné se uvoliuji v cilovém prostiedi po specifické vazbé

liposomu na vhodné determinanty na povrchu bunék, tzv. cilené
smérovani - "homing"

Homogenni imunostanoveni
= pouziti komplementu (skupina sérovych bilkovin, ni€icich cizi buriky)
— cizi bunka (resp. liposom) je opsonizovana protilatkami, pak se navazou

slozky komplementu a zlyzuji bunku (resp. liposom - pritom se uvolni
znacka) - CMLIA (complement mediated liposome IA)

kompetitivni stanoveni * %
= lyze pomoci mellitinu (cytolysin, 26 AA) - CyMLIA
— konjugat mellitinu s antigenem, v imunokomplexu mellitin blokovan




Heterogenni stanoveni

= LISA, liposome immunosorbent assays

varianta s vyuiitim biotinu/avidinu - univerzalni pouiiti

antigen  (streptjavidin

O )= & = - HRCS Getergent %;ﬁ% -
By Y : T2 @ *
jro *@**1@ *

*_

vyhoda: vyssi citlivost oproti klasické ELISA

Boronatové komplexy

HO_ OH HO Ho_ O
Y ="
HO OH HO o

kyselina borita je schopna vytvaret komplexy se slou¢eninami
obsahujicimi diolové uskupeni — sacharidy, glykoproteiny
moznost vyuziti pro reversibilni imobilizaci biomolekul pomoci
kyseliny m-aminofenylborité (APBA):

OH HO

B B—OH ‘
%;Q Q

NH

*

hemoglobinu




Boronatové komplexy (Versalinx)

= velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou (PBA) a
salicylhydroxamovou (SHA) vyuziva firma Prolinx pro genericky
zpUsob imobilizace biomolekul ¢i tvorbu biokonjugatui:

OH HN~ H.O*

3
HOLW ! -
B _OH
(6] N

= SHA je obvykle kovalentné navazana na jednom partneru a PBA

(nebo diborita varianta P )BA)_j preaktivované formé pro

modifikaci biomolekul: \@/M\

PDBA-X-NHS

Imunoreagencie

pro znaceni se vyuziva specificka interakce mezi vazebnym mistem
protilatky a rozpoznavanym mistem (epitopem) antigenu

— protein, lipopolysacharid, nizkomolekularni hapteny — peptidy, pesticidy,
toxiny, lé€iva, ...

protilatka — prakticky vyhradné imunoglobulin G (IgG)

— 160 kDa, 2 vazebna mista pro antigen, tvar Y, 1 Fc a 2 Fab fragmenty

— polyklonalni (pAb), monoklonalni (mAb), rekombinantni (rAb)

primarni protilatky — rozpoznavaji cilové misto, ale obvykle nejsou
nijak dale oznac¢eny

— jsou dostupné tisice prim. Ab a nebylo by ekonomické od kazdé
pripravovat rizné znacené konjugaty

— je to ale samoziejmé mozné, ma vyznam pii dlouhodobém ¢astém
pouzivani — zjednodusi se pracovni proces

sekundarni protilatky — obvykle znacené (konjugat s enzymem nebo
fluoroforem)

— skupinova specifita — rozpoznavaji vSechny protilatky pochazejici z
urcitého organismu, napf. kozi anti mysi protilatka rozpozna vSechny IgG
pripravené imunizaci mysi (nebo vytvorené pomoci DNA pochazejici z
mysi)



Sekundarni protilatky

rozpoznavajici (anti) protilatky ptivodem:
— mysi, krali€i, kozi, krysi, ov¢i, korniské, lidské
specifita vugéi:
— cely IgG, IgM, Fc, Fab, IgG, , ,
konjugované s:
— peroxidasa, alkalicka fosfatasa
— fluorescein, rhodamin, Texas red, fykoerithrin
— biotin, streptavidin

Proteiny A, G, L

nékteré kmeny Staphylococcus aureus produkuji protein A
— skupinovy ligand, velmi pevné a specificky vaze molekuly
imunoglobulin( v oblasti Fc fragmentu (az 4 vazna mista)
— 42 kDa, stabilni pfi pH 1 az 12, snadno renaturuje
— K, az 108 I/mol, nevaze ale vSechny podtridy IgG
skupiny C a G streptokoki - podobny protein G
— 23 kDa, nizsi afinita k IgG, ale vaze Sirsi skupinu IgG
— ma vazebné misto pro albumin (odstranéno v rekombinantni formé)
— produkuji i podobné protein H (IgG Fc), protein B (IgA), Arp (IgG a
IgA)
Peptostreptococcus magnus - protein L
— 35.8 kDa, 4 vazna mista

— vaze nékteré k (ne vSak A) fetézce L protilatek, i Fab a scFv
fragmenty

rekombinantni hybridni varianty (L/G, L/A, ...)



Pouziti proteini AG L

= orientovana imobilizace protilatek
— na povrchu sensorti nebo afinitnich nosicu
— vznikly komplex Ize zpevnit prokfizenim pomoci
dimethylpimelimidatu
= purifikace protilatek
— po imobilizaci na vhodnou (agarosovou) matrici - Protein A
Sepharose
= obecné pouzitelné jako detekéni ¢inidlo pro
imunokomplexy
— Protein A znaéeny peroxidasou nebo vhodnym fluoroforem
— zviditelnéni pritomnosti protilatek

Porovnani specifity

Antibody Protein A Protein G Protein L (*)
Bovine ++ ++++ .
Cat + = ?
Chicken - +/— .
Dog +++ + ?
Goat - I -
Guinea pig e+ ++ 2
Horse ++ ++++ ?
Human IgG,, IgG,, IgG, ++++ ++++ ++++
Human IgG3 - ++++ ++++
Human IgM, IgA, IgE +/- - 4+
Human IgD = — e+
Mouse IgG, + ++++ ++++
Mouse (others) ++ ++ ++++
Pig +++ +++ 4+
Rabbit ++++ +++ ++
Rat +/— ++ +H++
Sheep +/— ++ -
* pouze pokud ma kapa retézec




Lektiny
= bunécné proteoglykany, glykoproteiny a glykolipidy mohou
obsahovat sirokou skalu oligosacharidovych zbytkt

— vyskytuji se obvykle na povrchu bunék jako slozky zakotvené do
bunééné membrany

— pro rtizné bunky mohou byt specifické rizné sacharidové sekvence
— napf. nadorové buitky mohou zménit své povrchové oligosacharidy
= |ektiny - proteiny schopné rozpoznavat a vazat specifické
konfigurace sacharidovych molekul
— aglutinace bunék (aglutininy)
— precipitace komplexnich oligosacharidu

= fluorescenéné znacené lektiny se uplatiuji pfi:
— detekce povrchovych bunéénych struktur a intracelularnich
glykoproteint v mikroskopii
— detekéni postupy v histochemii a cytometrii
— lokalizace glykoproteint na gelech a v blotech
— precipitace glykoproteint
— aglutinace specifickych bunék

Concanavalin A
=z bobu Canavalia ensiformis
(Fabaceae, "jack bean”, "pig bean")
= prvni znamy lektin, 237 aa, Mr 26,5 kDa,
dvé mista pro ionty kovu (Ca?*, Mn?*)
= vytvari dimery a z nich pak tetramer
— 4 dostateéné vzdalena vazebna mista

— vyhodné pro tvorbu agregatu,
(napf. z erythrocytu)

= ma afinitu ke glukose a k manose
— nejlépe vaze methyl-3,6-di-O-(-D-manopyranosyl)-a-D-manopyranosid

= podjednotka Con A




Lektiny Izolovan z Vlastnosti Vazebna specifita
Con A brazilské boby, 4-mer, 104 kDa a-Glc, a-Man
Canavalia ensiformis ionty Ca?* a Mn?*
WGA obilni klicky, Triticum dimer, 36 kDa (GIcNAc),, NeuNAc
vulgaris
GS- .. 1A4, IA3B, | africké boby, isolektiny, 4- A: term. a-GalNAc, B: term. a-Gal
1A2B2, IAB3, IB4 Griffonia simplifolia mery, 114 kDa
GS-li -"- 4-mer 113 kDa term. nereduk. GIcNAc
PHA-L fazol, 4-mer, 126 kDa GlcNAc(1-2)Man
Phaseolus vulgaris
PNA arasidy 4-mer, 110 kDa term. B-Gal
Arachis hypoglea
HPA hlemyzdi, 6-mer, 70 kDa, GalNAc
Helix pomatia vaze A-eryhtrocyt
SBA soja, Glycine max 4-mer, 120 kDa, term. GalNAc a Gal
isolektiny
ABA Zzampion, Agaricus Monomer, 59 kDa | B-Gal(1-3)GalNAc
bisporus
PSA hréch, 49 kDa, 4-mer a-Man
Pisum sativum
RCA Castor bean, 120 kDa, 4-mer B-Gal
Ricinus comunis
B-podjednotka z | Vibrio cholerae Gal, gangliosid G
choleratoxinu

Fluoresc

pomoc

apoptické lidské keratinocyty znacené ConA-
fluoresceinem (okraje membranovych puchyrku)
a propidium jodidem

fixované a permeabilizované osteosarkomové
bunky
— ConA-AlexaFluor-488 - zlutozelené, glukopyranosyl
— WGA-AlexaFluor-594 - oranzové, GlcNac
— Hoechst 33342 - modre, nukleové kyseliny

kapilarni endothely a mikroglie z kryofezu krysih¢
mozku

— GS-IB4-AlexaFluor 488 (zlutozelené)

— neurony - NeuroTrace 530/615 (Cervené)

— jadra - DAPI (modfe)




His-tag

= purifikace geneticky modifikovanych rekombinantnich proteint
exprimovanych v E. coli nebo jinych mikroorganismech

= jinak "polyhistidine-tag” nebo "hexahistidine-tag” je usek
histidinovych zbytk( na N- nebo C-konci

— voli se ten méné dulezity nebo dostupnéjsi

= slouzi k rychlé izolaci pomoci metaloafinitni chromatografie s Ni?*

nebo Co?* ionty

— eluce snizenim pH (protonace His) nebo komplexotvornym ¢inidlem
(imidazol, EDTA)

— dalSi formaty - magn. nosice, jednoucelové kolony, ...
= po purifikaci se tento koncovy usek odstrani
— pomoci exopeptidasy z N-konce
— na zakladé dalsi kratké cilové sekvence endoproteinasy
= vhodné i pro denaturované proteiny (dulezita je sekvence)
= vadi peptidylprolylisomerasa (25 kDa, SlyD) - Iépe pouzit SlyD-
deficientni E. coli

= vynalezeno u Roche (licence, akademicka zdarma), vhodné vektory
distribuje Qiagen

Vnesenl’ His_tagu l?)NA encoding F‘mleiz
= vneseni DNA useku kodujiciho cilovy protein =G
do vektoru, kde je His-tag sekvence pfitomna
na C-konci
Sagr . 7 L, v r
= pouziti primeru s His-tag sekvenci ke spojeni ecto
s cilovou DNA v priibéhu PCR l
Ligation
DNA encoding Protein
wsrag T - ONA encoding Protein i 14,
-_— | o .
Forward Prg-e-r REV;;E Primer| \

HIS-TAG vector
-

DNA encoding Protein

= primery s repetitivnimi His sekvencemi (CAC nebo CAT)

Protein specific Protein specific
sequence sequence
5' ATG cat cat cac cat cac cac MNN MMM NN .. 3" 5" e MMM NN cat cat cac cat cac CECT}G T
HIS-TAG HIS-TAG
START sTOP
codon <adon




Metaloafinitni interakce

= komplexotvorna reakce nitrilotrioctové kyseliny (NTA) s vhodnym

iotem kovu (Ni?*, Cu?*) a imidazolovym kruhem histidinovygh

zbytku

HO (0]
L=<
H,N N OH
H(OH
= lysin-NTA

= His Ize do protein( vnést i chemicky N N
pres oxidované sacharidové zbytky o

GST-tag

= glutathion-S-transferasa (26 kDa) - ma silnou afinitu k nosi¢iim s
imobilizovanym glutathionem

= GST reprezentuje skupinu multifunkénich cytosolickych proteint u
eukaryot

= nevyskytuji se u prokaryot - neni tedy zadna kompetice s
glutathionovou matrici

= pripravi se fizi konjugat cilového proteinti s GST
— exprese se provede v bakteriich

— GST cast muze zlepsit rozpustnost eukaryotickych bilkovin v
prokarytickém prostredi

— purifikace na glutathionové matrici
— odstranéni GST ¢asti Stépenim proteasou

H
N
glutathion, HOWQ \)J\OH

y-Glu-Cys-GLy NH, O




Dalsi "tagy"

tyto cizorodé sekvence se vkladaji pomoci rekombinantnich technik
do cilovych genu

koduji kratké peptidy, které vytvari antigenni determinanty (epitopy),
které rozpoznavaji specifické protilatky

vysledkem je "oznaceni" exprimovaného proteinu danym tsekem
("tagged protein”)

bézné komercné dostupné protilatky proti tag sekvencim zjednodusuji
identifikaci, imunoprecipitaci nebo imunoafinitni purifikaci
oznacenych bilkovin

tyto fazni proteiny se vzhledem ke kratké znacce nelisi od nativnich
bilkovin co se tyka bioaktivity nebo biodistribuce

priklady "taga™:

— HIS HHHHHH
— ¢c-MYC EQKLISEEDL
- HA YPYDVPDYA

- VSVG YTDIEMNRLGK

— HSV QPELAPEDPED
V5 GKPIPNPLLGLDST

- FLAG DYKDDDDK

Znaceni glykoproteinu

mapovani glykomu — metabolické g

znaceni pomoci acetylovanych Metabolic

derivati: labeling
— N-azidoacetylgalaktosamin (GalNAz)
— N-azidoacetylglukosamin (GIcNAz)
— N-azidoacetylmanosamim (ManNAz) #zc-

one
.ﬂco
.

v metabolismu bunky se vestavi do ”*1.\_,.-«..,,:
glykoproteint °
chemicky se oznacéi Staudingerovou

ligaci pomoci FLAG-fosfinového Staudinger
derivatu ligation

vhodné pro proteomickou analyzu
postranslaénich modifikaci

FLAG se ,,zviditelni“ pomoci
znacené anti FLAG protilatky

A

glycoprotein



Znadeni red. konce

i OH
HOJ'IJ Schiff's base HO%N \f
— #
= anthranilova kyselina (2AA) HaN HO NHAC @

nebo 2-aminobenzamid (2AB) Dye
— fluorescenéni znaéky T l e
= redukéni aminace OH OH
— Schiffova baze stabilizovana OH i HBp®
redukci NaBH, HO o HO © f
HO NEAg HO NHAC
Gl
(U)..JY?M;,CHC Labeled Glycan
o OH in equilibrium)

Dye
+
OH
OH
HO o HO
~
HO NHAC HO
Glycan
(cyclicfacyclic

in equilibrium)

Schill's base
HpN HO
HzN HO

NHAC

Labeled Glycan

Nanodastice

= techniky zna¢eni biomolekul pomoci rliznych ¢astic se
pouzivaji jiz nékolik desetileti, ,,immunogold
— Castice zlata potazené protilatkou se zminuji uz kolem roku 1970
— rutinné se pouzivaji napr. v elektronové mikroskopii

= znacna popularita se zvedla v poslednich letech se
vS§eobecnym trendem nanotechnologii, kam rada
tradi€nich znacek ,,rozmérové“ samozrejmé zapada




Koloidni zlato

= stabilni suspenze dispergovanych ¢astic kovu vel. 5 az asi 150 nm

v roztoku se jevi jako intenzivné zbarvené (Eervené, dle velikosti ¢astic —
pfi koagulaci — zvétSovani velikosti — se barva posouva do modra)

Casiliv purpur - jiz od stfedovéku k barveni skla ¢i hedvabi

= priprava konjugatu s proteiny - fada zplisobt podle toho

ktery typ interakce bude zodpovédny za vazbu proteinu na povrch
Castice; ta nese obvykle zaporny naboj
mohou se uplatnit i hydrofobni vazby

velmi ¢asto se pouziva pevné adsorbce thioslouc¢enin na zlato (SAM,
»self assembled monolayers*)

v roztoku se zaporné nabité castice odpuzuji, ale existuji mezi nimi a

jinymi molekulami i pfitazlivé sily, v zavislosti na iontové sile prostredi

= adsorbované bilkoviny stabilizuji sol zlata a brani koagulaci, kterou
Ize jinak vyvolat napr. pridavkem NaCl

vazba bilkovin by méla probihat v blizkosti jejich izoelektrického bodu,
ale proces samoziejmé ovlivni i dalsi faktory

sledovat se adsorbce da pfi 580 nm.

Ptfiprava
= prakticky je vyhodné pouzivat monodisperzni ¢astice

= redukce kyseliny chlorozlatité HAuCl, pomoci raznych cinidel
= obecné vétsi ,redukéni sila“ poskytuje mensi ¢astice

= struktura koloidni ¢astice - Au obalené
zaporné nabitymi [AuClL,]-

redukce citratem sodnym poskytuje ¢astice 15 az 150 nm velké dle
pouzitych koncentraénich poméru

stfedni ¢astice 6 az 15 nm se ziskaji nejlépe pomoci askorbatu sodného
nejmensi Ize pfipravit redukci bilym fosforem (pod 5 nm)
nebo pomoci borohydridu sodného (2 nm)

%
=

neshlukuji se, pritahuji kationty




Adsorbce bilkovin

= inkubace s proteinem, zcentrifugovani ¢astic, rozsuspenduiji
= gastice s proteinem A (G, L) - univerzalni zviditelnéni imunokomplext

— adsorbce pfi pH 6,9 v pfitomnosti polyethylenglykolu (PEG 20 kDa,
0,025%) jako stabiliza¢niho €inidla

— produkt se uchovava v 10 mM fosfatovém pufru pH 7,4 s 1% PEG
= adsorbce protilatek - pH 8 az 9, PEG Ize nahradit albuminem (0,25%)
= dalSi casto pouzivané kombinace

— lektiny - detekce sacharidovych struktur na povrchu bunék

— avidin / streptavidin - Siroké univerzalni pouzit.
= rychlé vizualné vyhodnocované imunotesty

— cCervena barva snadno a citlivé detekovatelna

— vyhodou je stabilita nanocastic - nepodiéhaji degradaci na rozdil od
biomolekul

— nulova toxicita

- v # 1.4nm
Depozice stiibra —
= zlep$eni citlivosti detekce @ﬂfd
— zvétSenim velikosti nano¢astic
v pribéhu stanoveni Nanogold
— specificky zachycené €astice funguji jako
nukleacni mista pro rist krystali
v pfitomnosti Ag* soli nebo HAuClI,

4+ Siiver enhancer

+ +
N g
M"‘——O- ‘—---——Ag+
+/ \AQ"'




Nanodastice zlata

= nanoklastry zlata jsou vlastné koordinaéni komplexem

= centralni atomy Au jsou v dané konfiguraci, na povrchu jsou koordinaéné
vazany s vhodnym ligandem, takze zlato je valen¢né saturovano a tim
stabilizovano - Undecagold a Nanogold
— tris (aryl) fosfin
— halidové anionty

= mensi klastry Hexagold (6 Au) a Octagold (8 Au) mohou nést naboj

= ukazka nanoklastru
Au aktivovaného

maleimidovou O
skupinou Hak o
LN/A"HH-"N
H o]

o = A
MHM e w=cl

o o}
Pary= P
Hilbde / 3

* = svazek mikrotubull
’

— anti-tubulinova Ab, kozi
Ab anti mysi IgG znacena
koloidnim zlatem (vlevo)
nebo nanoc¢asticemi
NANOGOLD (vpravo)

— zvétSeni 1300x

= adenokarcinomy prostaty
— Ab anti cytokeratin
antibody, konjugat Alexa
Fluor 488 FluoroNanogold

: s Fab' fragmentem kozi
sy Ab anti mysi IgG
g — vlevo, fluorescence
P ool .
4 - — vpravo, lokalizace Au po

zesileni Ag+



Magnetické pole

permanentni magnet ma dva pdly, které vytvari
magneticky dipol (Casto reprezentovan Sipkou,
smér od S do N), mezi pdly se Sifi magnetické pole
magn. dipél m v magn. poli o hustoté toku B

je natacen torzni silou do sméru ;
! T=mB sm(H)

rovnobézného se siloarami pole:

magnetické materialy maji volny magneticky
moment, vykazuji magnetizaci M, ktera zavisi na:
— hustoté magn. dipolli na jednotkovy objem materialu
— velikosti a vzajemné orientaci dipolu

J

B

— je dusledkem nesparovanych spint elektront, v malé mire i pohybem

elektronu v ramci orbitalu
magn. pole mize vyvolat i elektromagnet

— elektricky proud prochazejici vodivou smyckou
(solenoid) vytvari uvnitf homogenni pole

hustota toku B je dana intenzitou H a permea-

bilitou vakua p:
B=x(H+M)

Magnetizace

magnetizace M se méni v zavislosti na intenzité pole H

— konstantou umérnosti je magneticka susceptibilita x
— velikost zmény zavisi na typu materialu,

teploté a nékdy i na historii predchazejiciho

magn. pole (hystereze)

="

zahtivani zmagnetizovaného materialu snizuje jeho magnetizaci, pri

zahrati nad T_ (Curieova teplota) pak M zcela vymizi

M

T T% TeET<T




Magnetické materialy

= magnetické - maji tendenci "zahust'ovat" silocary
— zelezo, kobalt
— vykazuji magnetizaci i pfi absenci magn. pole

=  diamagnetické - siloéary slabé odpuzuji
— bilkoviny, tuky, voda
— mala negativni magneticka susceptibilita =

= paramagnetické
— v magn. poli se u nich orientuji magn. dipdly a ziskavaji magnetizaci

=  superparamagnetické M
— nanocastice, 1 az 10 nm quperparamagnetd
— orientuji se ] e
v magn. poli S H N <P |/ paramagnet
( ] ) /‘/' T\ Z R e

Magnetické ¢astice

= Siroka Skala aplikaci zahrnujici:
— imunostanoveni
— separace proteinti a bunék
— distribuce léciv, oligonukleotidl
— magneticka hypertermie
— magnetické znaceni
— zobrazovani pfi magnetické resonanci (MRI)

= superparamagnetické materialy na bazi
maghemitu (y-Fe,0;) a magnetitu (Fe;0,)
— dobré magnetické vlastnosti, nizka toxicita

— zadané vlastnosti: uniformni tvar, definovana krystalinita,
monodispersnost, stabilita ve vodném prostredi, povrchové
funkéni skupiny

— nanocastice nebo duté koule (vy$si magneticky moment)




Metody pftipravy
depozice z plynné faze
= tepelny rozklad
— Fe(CO);, Fe(oleat),, Fe tris(acetylacetonat)
= mikroemulzni precipitace
= sonochemicka syntéza
= hydrolytické postupy
— zahfivani FeCl;.6H,0 s hexamethylendiaminem a NaAc v glykolu
(6 hod, 200 °C)
— vzniknou ¢€astice rovnou s -NH, na povrchu
= bakterialni (BMP) produkce
— vznikaji potazené fosfolipidovou
vrstvou (magnetosomy)
= povrchova funkcionalizace
— vrstvicka zlata
— polymerni povlak s funkénimi skupinami
— silanizace pomoci aminopropyltriethoxysilanu (APTES)
— elektrostaticka adheze (pres polyaminovy povlak)

Magn. gastice v kapaliné

= vliv vnéjsiho magn. pole
— uniformni pole ¢astici otaci - orientace dle jejiho magn. dipélového
momentu, nedochazi ale k jejimu translaénimu pohybu
— pouze gradient magn. pole zpusobi translaéni pohyb
= viskozitni efekty
= mezic¢asticové magnetické a elektrostatické sily
— muze dochazet k agregaci az precipitaci
— el. odpuzovani zabranuje agregaci



Separace bunék

= pfima metoda
— ligand imobilizovany na povrchu mg. nanocastice (kolem 50 nm -
nezpUsobit mech. stres)
— prida se ke vzorku, navaze se na povrch cilové bunky
= nepfima metoda
— cilové buiky se oznaci ligandem, napf. protilakou (biotinylovanou, ...)
— vymyje se nadbytek ligandu (pokud mozno)
— oznacené bunky se pak zachyti na modifikovanych mg. ¢asticich
= ziskany mg. komplex se zachyti mg. separatorem
= pozitivni nebo negativni izolace
— odseparuji se cilové nebo balastni buriky

Cilena distribuce (magnetic targeting)
= akumulace podanych latek ve zvolené cilové oblasti organismu
= injekce do cévy zasobujici organ
= v pfitomnosti externiho mg. pole

— musi prekonat lokalni linearni toky odnasejici nosic¢ (0.05 az 10 cm/s, dle
prifezu a rozvétveni cévniho systému)

— dlouhodobé zadrzeni nosi¢e v daném misté (az 70%)
— lokalni vysoka koncentrace uvoliované latky (az 8x)
— mnohem mensi zatizeni pro dalSi ¢asti organismu nez pri systémové
aplikaci
= termocitlivé magnetoliposomy

— v cilovém misté se prenasena latka uvolni lokalnim zahratim pomoci
elmg. pole

Hypertermie prostfednictvim magnetické kapaliny
= metoda likvidace nadoru lokalnim zvySenim teploty na 42 az 46 °C
— shizi se viabilita bunék a ty jsou citlivéjSi na chemoterapii a radiaci

— mg. subdoménové nanocastice se bioselektivné zachyti na povrch
malignich bunék

— aplikace externiho stfidavého mg. pole generuje teplo mech. pohybem



Kontrastni zobrazovani
= MRI, "magnetic resonance imaging" - H-NMR aplikované na tkané
= pri MRI je kontrast zobrazeni disledkem rozdilnych odezev raznych
tkani na aplikované radiofrekvenéni pulsy
— hustota protontli a mg. relaxaéni ¢asy dané chemickym slozenim
— zejména mnozstvi vody a lipida
= pFitomnost superparamagnetickych nanocastic (magnetit-dextran)
v cilovém misté velmi vyrazné zvysuje kontrast

— vice nanocastic vede k tmavSimu zobrazeni, méni se rychlost relaxace
protoni z excitovaného stavu

— napf. zdravé bunky nanocastice pfijmou, ty odumfielé €i poSkozené ne

= sledovani bunék zna¢enych uvnitf umisténymi mg. nanocasticemi in
vivo - napf. dodané bunky kostni direné, pripadné v budoucnu
kmenové bunky

Bioanalytické aplikace

= imunomagnetické sensory - snadna regenerace citlivého povrchu

— na povrchu vhodného prevodniku jsou zachyceny (magnet,
elektromagnet) mg. mikrocastice s imobilizovanou protilatkou

— provede se imunostanoveni, na konci se mg. €astice uvolni a nahradi
novymi

— vhodné zejména pro komplexni vzorky (potraviny, krev), které normainé
degraduji imunorekogniéni vrstvu

= enzymové sensory - regenerace pri stanoveni ireverzibilnich
inhibitort

= analyza DNA
— specificka extrakce cilové sekvence z komplexniho materialu



Enzymové znacky

= jedna molekula znacky pri detekéni enzymové reakci
konvertuje mnoho molekul substratu

— chromogenni, fluorogenni nebo poskytujici jiné detekovatelné
produkty

= takze je zde vyuzit jisty zesilovaci mechanismus
= nejbéznéjsi vyuziti je v bioanalytice - vimunochemickych
technikach typu ELISA

ELISA
= enzyme linked immunosorbent assay*

= enzymové konjugaty (,,tracery“) slouzi pro detekci vzniku
a mnozstvi imunokomplext

= enzymova znacka se zachyti v komplexu na pevné fazi
— povrch zkumavky, mikrotitracni desticky, imunostripu

= pridanim substratové smési se vyvola barevna zména

kompetitivni sendvicova (vicevrstevna)

% enzymova znacka protilatka analyt



Vlastnosti enzymu vhodného pro znaceni

dostate¢né vysoka aktivita
— vysoké cCislo premény
stabilita
snadna detekovatelnost
skupiny vhodné pro konjugaci

— konjugaty lze pripravit mezi zvolenym enzymem a zna€enou
komponentou

— vyhodné Ize pouzivat univerzalné napf. biotinylované enzymy
nebo protein A (G) - enzymové konjugaty

Peroxidasa

z kofenu kienu (HRP, ,,horse radish peroxidase“, EC 1.11.1.7)

maly (40 kDa) oxidoredukéni enzym s hemem (protohem IX)
v aktivnim misté, glykoprotein, katalyzuje oxidaci Siroké Skaly
substratii pomoci peroxidu vodiku (i MeOOH a EtOOH)

donory fenolické povahy nebo aromatické aminy, které jsou bezbarvé
(leukoformy) a po oxidaci vznikaji intenzivné barevné produkty

pH optimum je 5 az 7, stabilita pfi pH 4 az 10
enzym je inhibovan mimo jiné azidem, kyanidy a sulfidy
mnoho isoenzymt, komeréné dostupna HRP C

HRP + HzDz—— Compound [
Componnd I+ AHxoxidizable subattate ) —— Componnd 1T+ AH?
Comnponnd 1T + AH:——HEP + AH
ZAH——Oxidized product

peroxidasa ze sojovych bobt (40 kDa) je termostabilni (do 90 °C) a
aktivni v Sirokém rozsahu pH 2 az 10



Konjugace peroxidasy

= pri tvorbé konjugatli se peroxidasa mtize jednoduse sledovat a
stanovovat na zakladé absorbance pii 403 nm (typické pro
hemoproteiny)

= pomeér absorbanci pfi 403 a 275 nm charakterizuje cistotu enzymu

— toto jednoduché stanoveni komplikuje existence nékolika isoenzymu

— velmi kvalitni preparaty maji tuto hodnotu (R.Z., reinheitzahl) mezi 3 az
3.4, nema to ale vazbu na aktivitu

= reakce mohou vyuzit e-aminoskupiny zbytka lyzinu — ty jsou ale
pouze 2, coz je velmi malo
= vyuzivaji se sacharidové postranni retézce

— shnadno se aktivuji pomoci oxidace jodistanem a tak se ziskaji
aldehydové skupiny

Chromogenni substraty HRP
= DH, + H,0, D+2H,0

bezbarvy barevny ... obecna reakce

= ABTS, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)

H,O
L e e
ITJ peroxidasa

2

CH
CH3 ¢H

2

. CH 405 nm

fenol 4-aminoantipyrin chinonimin
(510 nm) /

NH, CH,

CH
peroxddase »
2H0p + <O>—0H + Ri +4H20
CHy” N

@




T™B

N
Cc

CHy CH,

H,N@—Q—NH,

CHy CH,
Amax*285nmM

|-«
[ CH,

CHy
+ HzNNHi
CHs CHs R
+H

CHy CH,
H, NH, =2
H! CH!

CHy CH,
HN‘C>5(:>=NH

CHy

CHy

. 3,3’,5,5’-tetramethyIPenzidin

l " Amax* 370,652 nm
e-

CHs CHs

Hn-D—Q-NH + 2H+

CHy CH,
1,...‘450 nm

— méfi se pfi 620 az 650 nm v prubéhu
reakce, nebo po zastaveni kyselinou sirovou pfi 450 nm)

Luminogenni substraty HRP
= pro citlivou detekci HRP se pouziva luminol
— 5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion
= v nadbytku H,0, je intensita svétla (425 nm) amérna mnozstvi HRP

|
NHe O

%k
CcOO
+H0, +OH
'\\IH — » N2 —» hv + 3aminoftalat

NH>

= zlepSeni luminiscence (vyssi vytézek) - pritomnost "enhancers”
slouéenin - p-jodofenol, p-fenylfenol

— nejde jiz o zablesk, ale o stabilnéjsi svételny tok
— vysledek silné zavisi na podminkach reakce
— radéji pouzit komeréné namichané smési
= vySSi vytézek dava
7-dimethylaminonaftalen-1,2-dikarboxyhydrazid




Akridanové luminogeny

alternativni substraty pro HRP
emise pfi 435 nm

F
gi L e
F F hv
(0] (akridan) OH
O*
‘;‘ ‘?) %
JO0— 0= | 0
’}‘ SN N
(akridinium) \ \
3 3 H
Alkalicka fosfatasa

katalyzuje Stépeni ortho-esterti kyseliny fosforecné v zasadité oblasti

pH (AP, EC 3.1.3.1)

fada isoenzymu, pouziva se enzym izolovany z mukosy telecich stiev
— CIAP, 140 kDa dimer, 2 Zn?* na podjednotku, vysoké éislo premény 3500

s pfi reakci kolem pH 9,8 (pH optimum je 8 az 10)
— aktivovana aminoalkoholy (diethanolamin, Tris)
uchovava se lyofilizovana nebo v 3 M NaCl

— nesnasi kyselé prostredi

. L . P Asp-5l Asp-369
— poskozuje ji opakované Mg#. g2
zmrazovani / rozmrazovani Q{)
Ser-102 :
relativné dobfre snasi vyssi

teploty

— napf. v prubéhu hybridizace

— znacka pri detekci nukleovych
kyselin

His-331

) ‘ ZI'lg

His-370
E Asp-327 : g
Zn. ) S
g His-412




Konjugace ALP

pfiprava konjugatli neni snadna a ¢asto dochazi ke ztratam aktivity
pomoci glutaraldehydu nebo lépe
heterobifunkénimi €inidly SMCC a SPDP

— je dobré provadét konjugaci ve fosfatovém pufru, ktery chrani aktivni
misto jako reverzibilni inhibitor

komercné dostupna je ALP s maleimidem (EZ-link od Pierce):

" ~ ('3
O—NH N Q—NH N
"o SO
o] 0
Mgleimide Activated Protein-AP conjugate
Alkaline Phosphatase (AP) with thicether linkage

- =t

protilatky se redukuji merkaptoethanolem a po dialyse Ize provést
konjugaci

pro zavedeni -SH slouzi SATA \T f&p TSH -, ng/
EDTA

Méreni aktivity
p-nitrofenylfosfat (PNPP, 405 nm),
hydrolyzou vznika nitrofenol

— intenzivné zluty v alkalickém prostredi
od fluoresceinu - fluoresceindifosfat
4-MUP (methylumbelliferylfosfat)

luminogenni substrat - Lumigen PPD
— chloro-4-methoxy-4-(3-fosfatophenyl)spiro[1,2-dioxetan-3,2'-adamantan])
— patii do skupiny dioxetanovych luminogent

— substibuce halegenem v adamantanovém skeletu zlepSuje citlivost
detekce (uz 600 molekul ALP, zeptomoly)

— 477 az (dle enhanceru) 620 nm

0—0 '
— O O O—CH
O—CH, +H,0 3
- = +P, + hv
Cl oH cl
o—||::o OH
OH




5-bromo-4-chloro-indolylfosfat (BCIP)

BCIP 0
Br o} .
H,0 -P
Ny 2 T &—H — %
H ALP indoxyl
O I Br
indigo

= hydrolytickou reakci vznika indoxyl, ktery po oxidaci (napf.
tetrazolium) prechazi na modré nerozpustné indigo

Galaktosidasa
= B-galaktosidasa (BGal, EC 3.2.1.23) je velky enzym (540 kDa, 4
podjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivovan
= katalyzuje hydrolyzu galaktosidtl, pl 4,6, pH optimum ma 7 az 7,5
(enzym z Escherichia coli)
= ma dostatek sulfhydrylovych skupin pro konjugaéni reakce, takze Ize
jednoduse spojit s protilatkami aktivovanymi predem SMCC
= chromogen. substratem je ONPG
— o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid
— v hydrolytické reakci nitrofenol

= Xgal produkuje indigo




Gal jako reporter genové exprese

= enzym muze byt rozdélen na dva peptidy LacZa a LacZQ
— samy o sobé nemaji aktivitu
— ale spontanné se spoji do funkéniho enzymu
= vyuziva se v mnoha klonovacich vektorech pro dosazeni a-
komplementace u specialnich lab. kment E. coli
— maly LacZa peptid je kodovan v plasmidu
— velky LacZQ je kodovan bakterialnim chromosomem

— kdyz se DNA fragment vpravi do vektoru a produkce LacZa se prerusi,
ztrati se B-galaktosidasova aktivita

— zakladem pro modro/bily screening rekombinantnich klont

Glukosa oxidasa

= (B-D-glukosa:0,-1-oxidoreduktasa, EC 1.1.3.4, GOD)

= dostupna z plisni Aspergillus niger nebo Penicillinum notatum

= 160 kDa, dimer se dvéma FAD kovalentné vazanymi na podjednotky
= obsahuje asi 16% glykosylovych zbytku

= specificka aktivita preparata presahuje 200 1U/mg

= velmi stabilni

= v imunostanovenich ¢asto "spolupracuje" s HRP, pro kterou
generuje peroxid vodiku oxidaci glukosy
— tunelovaci stanoveni, imunosensory



Ureasa

= substratem je mo€ovina
— zména pH vyvolana hydrolysou, méfi se
— pomoci indikatoru bromkresolova modr pfi 588 nm

— potenciometricky (light addressable potenciometric sensor, na
bazi pH ISFETu) - pro imunosensory

Lakasa

=z chorose Coriolus hirsutus, Cu-dependentni 1,4-benzendiol oxidasa
(EC 1.10.3.2)
= oxiduje fenolické substraty pomoci kysliku
— alternativa k peroxidase
— mensi problémy s dlouhodobou stabilitou substratové smési



Acetylcholinesterasa

= vysoké cislo premény (10° s)
=z elektrického Uhore

= vysoka citlivost stanoveni

= substrat acetylthiocholin a DTNB

— dithiobis(nitrobenzoova kyselina),
Ellmanovo ¢inidlo

— poskytuje zluté zbarveni

Luciferasy
= patii mezi oxygenasy, stépi substrat luciferin za ucasti ATP
— meziproduktem je luciferyladenylat, ten je poté oxidovan
— luciferin-4-monooxygenasa, 61 kDa, 550 aa
— dochazi k emisi svétla pfi 560 nm (zlutozelené svétlo), vytézek asi 0.88 !
= zdrojem svétluska (firefly, Photinus pyralis), (EC 1.13.12.7)

HO s N COOH , HO s N 0
\(:\r />—</ j H ATP, OZ’ Mg \(:\r /> 4</ j + AMP + PiPi + hv
N S N S +CO, +H,0




Reakce luciferasy

= kroky | a Il jsou enzymové (ligace a oxygenace)

H N J/cooH H N ICOAMP
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Luciferasa z Renilla
= moiska sasanka ("sea pansy",
Renilla reniformis) sviti pri drazdéni
= emituje modré svétlo 480 nm, pfenosem
na GFP vznika zelené zareni
= 36 kDa monomer
= luciferinem je coelenterazin

\ (0]

N
N 0, N NH
| | | [ +co, + hv




Luciferasa z brouku

= zdrojem je "click-beetle", Pyrophorus plagiophthalamus

= r(zné enzymy emitujici od 544 do 593 nm (zelené az oranzové)
— byly geneticky upraveny pro emisi pfi 611 nm a 544 nm
— IucRD cervena emise ("Chroma-Glo™’), lucGR zelena emise

(nebo CBRIuc, CBGluc)
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Luciferasa z bakterii

= moiské bakterie - luciferasa (EC 1.14.14.3) oxiduje aldehydy (>C8,

dekanal, tetradekanal)

— Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium phosphoreum
= nemaji vyznam pro pouziti v eukaryotickych burnkach, pouze u

prokaryot

NAD(P)H + FMN + H*

NADH oxidoreduktasa

NAD(P)* + FMNH,

FMNH; + R-CHO + O,

Luciferasa

FMN + R-COOH + H,0 + hv




Geneticky upravené luciferasy

= svétlusky:
— luc nativni varianta, luc+ "enhanced", zvySena luminiscence (vyssi
svitivost) - vyzaduji zlyzovani bunék pred pridanim substratt
— hluc+ optimalizované kodony pro expresi v savéich bunkach, sviti déle,
polocas pres 5 hod, "Steady-Glo", hlucP+ zkracena stabilita uvniti bunky,
polocas 30 min, "Bright-Glo", hlucCP+ velmi kratka zivostnost - sviti
pfimo v bunééné kulture, vhodné pro mikrodestickovy format

— nahrazeni C-terminalni sekvence Ser-Lys-Leu cilové pro peroxisomy za
lle-Ala-Val

= u Renilla obdobné: Rluc, hRluc, hRlucP, hRIucCP, nema C-term.
cilovou sekvenci

= "Dual-Luciferase” - pouziji se oba typy luciferas, lyze bunék, dva
substraty, postupné méreni emise
— "Dual-Glo" - stejné, ale pfimo v bunééné kulture
= optimalizace kodoni pro dobrou expresi v savéich burikach
= odstranéni skrytych ("cryptic") regula¢nich a potencialnich
sestifihovych sekvenci
= www.promega.com

Vylepsené luciferasy 10,000,000
® ZJuc+ na luc2 - mnohem z 49
vyssi exprese 10000003 g . :;:z;

= odstranéni konsensualnich 100,000

1.8
10,000 41 I
1,000 i EI .

NIHET3 ~ CHO  HEK 293 Hela

sekvenci pro vazbu transkr.

faktorti - vyssi specifita

Luminescence
(Relative Light Unils

luc2




Reportery genové exprese

molekul luciferasy je pro zobrazeni potreba mnohem méné nez napr.
GFP (musi mit silnéjSi promotor, je velmi stabilni)
— rychlejSi metabolismus (za¢lenéni sekvence pro degradaci - PEST, Pro-

Glu-Ser-Thr)
& q : luc2 [EEZT
— lepsi pro zobrazeni dynamiky exprese
— efektorova specifita, uniformni a Iuc2p NGEZEEsT
optimalni exprese v hostitelskych buikach
luc2cP ez CH|FEST|

zobrazeni zadané bunécné linie po uspésné transfekci
— hledani a studium acinku novych léciv

— efekty cizorodych latek na bunééné procesy 250
identifikace interagujicich proteint 200 -
— spolec€né spusti prepis reporterového genu
interakce a vzdalenosti biomolekul - BRET

— faze studovaného proteinu s luciferasou
(Rluc) a druhého partnera s vhodnym
fluoroforem (GFP)

150 -

100

Fold of Induction

50

0@

Time (hours)

Luciferasovy reporterovy vektor pGL4

= pro prenos reporterového genu do hostitelskych bunék, obsahuje:
— promotorové sekvence (HSV-TK, SV-40, CMV)

savci selekéni sekvence (Hygr - resistence k hygromycinu)

poly(A) useky

klonovaci mista

luc gen (dle volby),

Poly(A) block
(for background
reduction)

* luc2 nebo Synthetic
oly(A
RlucNeo Poly(A)
Selectable
Marker Upstream
- None pGL4 Vectors Element
— Hygro’ i
. — Multiple
— Neof Sv40 early cloni?g
— Puror enhancer/ region
romaoter
P — Promoter/
response
elements
SV40 late

poly(A) signal




Prehled dostupnych vektoru

Multiple Protein Mammalian

Cloning Degradation Gene Selectable
Vector Reporter Gene Region Sequence Promoter Marker
pGL4.10 lc? Yes No No No
pGL4.11 luc2P Yes hPEST No No
pGL4.12 luc2CP Yes CL1-hPEST No No
pGL4.13 luc? No No 5V40 No
pGL4.14 Tuc2 Yes No No Hyg!
pGL4.15 luc2P Yes hPEST No Hyg?
pGL4.16 luc2CP Yes CL1-hPEST No Hygr
pGL4.70 hRluc Yes No No No
pGL4.71 hRiucP Yes hPEST No No
pGL4.72 hRiucCP Yes CL1-hPEST No No
pGL4.73 hRluc No No SV40 No
pGL4.74 hRluc Neo No HSV-TK No
pGL4.75 hRluc No No CMV No
pGL4.76 hRluc Yes No No Hygt
pGL4.77 hRIucP Yes hPEST No Hygr
pGL4.78 hRIlucCP Yes No No Hygr

BRET

= bioluminiscence resonance energy transfer

— neradiacni prfenos energie z luminiscentniho donoru na fluorescentni
akceptor

— vyskytuje se také in vivo (rod Renilla obsahuje luciferasu emitujici modré
svétlo, BRET prenosem na GFP se ale méni na zelené

— ucinnost BRET se stanovuje jako pomér intenzit emise akceptoru a emise
donoru - eliminuji se tak vlivy techniky méfeni, poctu bunék, prostiedi
= aplikace in vivo - studium interagujicich biomolekul
— jeden z partnerd se na urovni DNA sfuzuje s genem luciferasy (rluc),
druhy partner pak s genem GFP
= vyhody
— neni problém s fotorozkladem
— lze studovat buriky citlivé na svétlo, pripadné burky s vysokou
prirozenou autofluorescenci
= pfri sterickych problémech Ize pouzit velmi malou luciferasu z rodu
Gaussia (20 kDa)



Bioluminiscence vs. fluorescence

= F.

vysoky jas, excitované stavy mohou vznikat rychle diky masivnimu

excitaénimu zareni (napumpovani energie)

ale zvysuje se i signal pozadi, rozhoduje pomér signal/Sum

detektory nerozliSi excitacni a emitované fotony (geometricka
diskriminace ani filtry nejsou 100% tc¢inné)

emituji i nezadouci fluorofory pfitomné v komplexnim biomaterialu
uplatni se pfi zobrazovani detailll - rozhrani, kdy S/N nema takovy vliv

mikroskopie, cytometrie, kdy stejné opticka konstrukce limituje citlivost
detektoru

-----

uplatni se pfri "vétSich" vzorcich, kdy je pouze jednoducha optika (zadné
filtry) a detekce fotonll je tedy efektivnéjsi (detektor blize vzorku)
stanoveni ve zkumavkach, v mikrodestickach, detaily u vétSich organismu
(mysi, ...)

Siroka linearni oblast (6 az 8 koncentracnich fadu)

pri bioanalytickych stanovenich dosahuje 10 az 1000x vyssi citlivosti a
limity detekce (10-2° mol, cca 104 molekul/vzorek, nékolik molekul v burice)

luminofor je chranén pfi emisi uvniti bilkovinného obalu

Acetatkinasa

= jako znacka pro vysoce citliva imunostanoveni
= generuje ATP z acetylfosfatu a ADP

= vzniklé ATP se pak pouzije pro vyvolani bioluminiscence
luciferinu s luciferasou

= citlivost az 1022 mol

HO s N__COOH + : Glo
a j/ ‘Luciferase
/ \
N S
Kinase
Substrate  + <«——  Substrate + ADP

@




Imobilizace biomolekul v afinitni
chromatografii

= separacni postupy vyuzivajici vysokou specifitu
bioafinitnich interakci - afinitni chromatografie

= moznost opakovaného pouziti biomolekul - snizeni
pracovnich nakladu
— imobilizované enzymové reaktory

Afinitni chromatografie
= separace biomolekul na zakladé reversibilni interakce s ligandem

imobilizovanym na vhodném nosici
= ekvilibrace matrice ve vazebném pufru ; I z

= naneseni vzorku za podminek, které jsou
vhodné pro vznik afinitniho komplexu, . » ®
vymyti nenavazanych slozek vzorku ’ . ~ “

= uvolnéni biomolekuly zménou podminek

— pridani volného kompetujiciho ligandu ﬂ

— zména pH, iontové sily, polarity, ... ! I :
— biomolekula se ziska v ¢éisté podobé a — = g

v zakoncentrovaném stavu

= reekvilibrace nosi¢e s vazebnym pufrem !
*_.ML_




Prabéh afinitni separace

adsorption of wash elute
equilibration sample and __ away _ bound ——» re-equilibration
elution of unbound b otein(s)

\ unbound material  material

change to
elution buffer

begin sample
application

Absorbance

A

< X CV » 1-2cv v 1-2 cv

Column Velumes (cv)

Nosiée (bio)ligandu
= ve vodé nerozpustné materialy obvykle sférického tvaru
kuli€ky "beads"
gelové materialy
membranové separacni techniky
monolitické materialy
magnetické nosice
= v zasadé lze pripravit vlastni materialy, je vhodnéjsi
pouzivat komercéné dostupné matrice
— vyrobci poskytuji materialy dostateéné reprodukovatelné
— charakterizujici informace, bohata firemni literatura
— doporuéené postupy imobilizace
= povrchové reaktivni nebo derivatizovatelné skupiny
— obvykle nejcastéji hydroxyly - dobre se aktivuji, vykazuji nizkou
nespecifickou adsorbci

— aminy, karboxyskupiny - snadna vazba biomolekul, ale vyssi podil
nespecifickych interakci (mohou nést naboj)



Mechanické parametry nosicéu
= mechanicka a chemicka stabilita nosi¢e mtize byt aktivacnimi
reakcemi negativné ovlivnéna
= mechanické parametry
— ovliviiuji moznost pouziti vysokych tlaka a rychlych pratoku
— rigidni nosi€e na bazi skla a silikata ¢i zesit'ovanych polymeru

— mékkeé gelovité nosice jsou malo odolné a nemusi snaset ani michani pri
derivatizaci

= chemicka odolnost
— vhodna pro pouziti riznych typu solventt
— moznost pracovat v SirSim rozsahu pH mezi 3 az 11
= odolnost vii¢i mikroorganismim
— uchovavani v chladu, pfidani konzervaéni bakteriocidnich €inidel (azid)

Pritoéné viastnosti

= dobry pritok pres dany nosi¢ zavisi na priméru pouzitych ¢éastic
— pro bézné ucely v laboratofi vyhovuje asi 100 pm

— presna definice priméru neni pro afinitni techniky az tak kriticka jako pro
jiné druhy chromatografickych separaci

— typicky rozsah pro Sepharosu CL-6B je 45 az 160 pm

— pohyb kapaliny pres sloupec mohou komplikovat jemné fragmenty
vznikajici mechanickym poskozenim €astic napft. pfi intenzivnim michani

= velikost ¢astic spolecné s porozitou samoziejmé ovliviuji kapacitu
pripraveného sloupce
— vzrista pro mensi ¢astice



Vazebna kapacita nosice

= udava mnozstvi cilové molekuly navazané na jednotku nosice
= teoreticka vs. prakticka

— vhodnéjsi je vztahovat tento udaj na nosic pfi realném pouziti, tedy ne
v suchém, ale v nabobtnalém stavu

— casto se mize vysledna kapacita napf. pro protein vyrazné odliSovat od
udavaného mnozstvi reaktivnich skupin pro imobilizaci ligandu (vyrobci
pocitaji s malou molekulou ...)

— dostupnost molekul ligandu na povrchu a uvnitf v pérech matrice

— roli hraje také vzdalenost mezi povrchem matrice a ligandem

— spojovaci mustkova ¢ast ("spacer” nebo "linker"), jeho délka maze
vyrazné ovlivnit probihajici afinitni interakci

Nespecifické interakce

= nespecificka vazba balastnich molekul v separovaném roztoku
probihaji na bazi iontovych nebo hydrofobnich vazeb

= proces lze ovlivnit
— slozenim pracovnich pufru
— promyvacimi kroky
— také volbou teploty

= obvykle nelze zcela vylougit oba typy rusivych vazeb

= rGzné typy matric vzdy vykazuji zbytkové interakce



Volba nosice
= kombinace vy$e zminénych parametrt
= cena a dostupnost daného materialu
= predchozi zkusenosti

Postup modifikace

= nosié

= nosi€ s aktivnimi skupinami

= imobilizace bioligandu

= blokovani zbylych aktivnich mist
— glycin, ethanolamin, glycerol
— hydrolysa pfi zvySeném pH

= volba pracovniho usporadani
— naplnéni do kolony, ...

Zpusob vazby ligandu
= vliv vzdalenosti ligandu od povrchu nosice - ovlivni se délkou
spojovaciho mustku - "linker", "spacer arm"
— je potiebny pro ligandy mensi nez asi 1 kDa
— prilis kratky - biomolekula ligand nevaze efektivné, sterické zabrany
vzniku pevného biokomplexu

— prilis dlouhy - balastni biomolekuly s nim mohou reagovat nespecificky

A 280

Efficient binding
target elutes in
a single peak

Inefficient binding
target elutes during
binding and elution

T T T T 1 T T [ T !
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Elution volume, ml Elution volume, ml




Silikagel

= "silica", SiO, x H,0, voda chemicky vazana v nestechiometrickém
poméru, obsahuje vazby
— siloxanové (Si-O-Si)
— silanolové (Si-OH)

= amorfni struktura, vyborna mechanicka stabilita - vysoké tlaky

= omezena pH stabilita (mezi 2 a 8)

= nachylny na nespecifické interakce

= povrchové silanolové skupiny (Si-OH) se musi aktivovat, napf.
silanizaci

Poresni sklo

= CPG, "controlled pore glass” stejné jako obdobné anorganické
silikaty, alumina a zeolity vynikaji predevsim vybornymi
mechanickymi vlastnostmi
— pro techniky pracujici s vysokymi tlaky
— pomérné kiehké, pfi aktivacich radéji jemné trepat a nemichat
— pfi vyméné roztoki je dobré pouzivat vakuum, aby se odstranily bublinky
zachycené v pérech

= pfiprava - borosilikatové sklo se zahieje - dojde k separaci boratové a
silikatové faze, boraty se odstrani vylouhovanim, vzniknou uniformni
pory

= chemicka stabilita

— toleruje dobre kyselé pH
— v alkalické oblasti nad pH 8 se rychle degraduje

= pro modifikace se vyuziva silanizace

= komeréné dostupné jsou aminované CPG i jiné derivaty

= nizka nespecificka adsorpce biomolekul



CPG

= vysoky povrch uvniti péra

= velikosti €astic:
— grade A: 80/120 mesh, 125-177 pm
— grade B: 120/200 mesh, 74 — 125 pm
— grade C: 200/400 mesh, 37 — 74 ym

Silanizace

Primér péra | Plocha
(nm) (m?g)
7.5 340
17 150
35 75
100 25
200 13
300 9

= aktivace inertnich povrchi pokrytych vrstvou oxidu (sklo, silikaty,

slida, oxidy kovii)

— v hydratovaném stavu obsahuje hydroxylové skupiny, napf. Si-OH,

silanolovy zbytek

= reakci se silany vznika spontanné usporadana vrstva

— obvykle nékolik vrstev, ne monovrstva

— nepouzivaji se organické halogenované silany (jsou pfili$ reaktivni a
zadna dalSi skupina uz by nezbyla), ale méné reaktivni alkoxyderivaty

= silanizaci se na povrch modifikovaného nosic¢e zavedou vhodné

reaktivni skupiny X
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" aminosilany [(CR.CRO) s— () Nr;] Silanizacni Cinidla

— APTES
gl;%lréi“r;lgpropyl)-triethoxysiIan QCHZCH3
H,C—Si—(CH,),-NH
(3-aminopropyl)-diethoxy-methylsilan 5C \SI (CH,);-NH,
APMES OCH,CH,
(3-aminopropyl)-dimethyl-ethoxysilan, cha
monofunkéni - vede ke vzniku monovrstvy P2
CH,CH,0—Si—(CH,),-NH,
. H |
= glycidoxysilany (CH,0),Si ﬁz A CcH,
- GOPS
glycidoxypropyl-trimethoxysilan
- GPMES cH,
(3-glycidoxypropyl)-dimethyl-ethoxysilan CH3CH207$ifog CcH,
CH, H,
=  merkaptosilany i °
S [(CH,0),Si—(CH,),-SH|
(3-merkaptopropyl)-trimethoxysilan ?CHZCHs
- MPDMS H,C—$i—(CH,);-SH
(3-merkaptopropyl)-methyl-dimethoxysilan OCH,CH,
= dalSi ¢inidla o
— MPS (CH3CH20)3Sif(CH2)3-O—U—':CH2
(3-trimethoxysilylpropyl)methakrylat CH,

Silanizaéni reakce
= lze provadét z organické faze

— 10% roztok silanu v toluenu, v ném se dany povrch refluxuje 12 az 24
hod, po promyti toluenem ¢i acetonem a vysuseni se dale zahfiva 2 az 4
hod pf¥i 110 °C

= z vodné faze se dosahne mensi vazebna kapacita, ale vrstva je
stabilnéjsi pri pouziti ve vodném prostiedi

— povrch se hydratuje 30 min povarenim ve vodé

— zahfiva 3 az 4 hod pfi 75 °C v 10% vodném roztoku silanu, pH 4

— po ususeni se zahriva pres noc pii 110 °C

= odparovaci naneseni je nejjednodussi
— povrch se inkubuje 1 hod v 1% roztoku silanu v acetonu
— po oplachnuti acetonem a vysuseni se zahriva 1 hod pfi 110 °C

= nanaseni silanu z vodné faze nebo z polarnich rozpoustédel vede ke

vvvvvv



Agarosa (Sepharosa)

polysacharid tvoren z D-galaktosy
3-anhydrogalaktosy
poly-{B-1,3-D-galaktosa-a-1,4-(3,6-anhydro)-
-L-galaktosa}

sekundarni a primarni struktura je
komplexni, vliaknita s pritomnymi pory
prirozena je mechanicky labilni
(zahratim nad 40 °C se rozpousti)

modifikuje se zesit'ovanim pomoci epichlorhydrinu nebo
divinylsulfonu

ztrati se tim €ast vyuzitelnych hydroxylovych skupin

zesiténa je relativné stabilni (rozpoustédla misitelna s vodou, pH 3
az 14),

neméla by se nechat vyschnout

Sepharosa
= nejbéznéjsi je Sepharosa CL-6B

zavedena firmou Pharmacia (Amersham Biosciences, dnes GE
Healthcare)

CL = ,,crosslinked”, 6B = 6% ,,beaded* agarose
pory dostatec¢né pro biomolekuly do 1 MDa, varianty 2B a 4B do 10 MDa
nosi¢ dodavaji i firmy BioRad jako Bio-Gel A a IBF jako Ultrogel

= pro aktivaci vhodné metody zaméiené na hydroxylové skupiny

Sepharose Forma (Castice vesmés 90 pm)

High Performance | 6% highly cross-linked agarose (34
Hm)

6 Fast Flow 6% highly cross-linked agarose

4 Fast Flow 4% highly cross-linked agarose

CL-6B 6% cross-linked agarose

CL-4B 4% cross-linked agarose

6B 6% agarose

4B 4% agarose




Preaktivované Sepharosy

NHS-activated Sepharose High
Performance

12-atom. hydrofil. mistek, pfes -NH,

NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow

viz vySe

CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow

vazba primarnich -NH, skupin

EAH Sepharose 4B

10-atom. mastek, pfes -NH,

ECH Sepharose 4B

9-atom. mustek, pfes -COOH

Epoxy-activated Sepharose 6B

12-atom. hydrofil. mastek, pfes -OH,
-NH, nebo -SH skupiny

Activated Thiol Sepharose 4B

10-atom. mustek pro reversibilni vazbu
pres volné thioskupiny

Thiopropyl Sepharose 6B

4-atom. hydrofilni pro reversibilni vazbu
proteinu a thiolovanych ligandu.
Reaguje i s t&éZkymi kovy, alkyl- a
arylhalogenidy a dava adi¢ni reakce s
C=0, C=C a N=N vazbami

Preaktivované Sepharosy

Length of
spacer arm

Chemical group
on ligand

Structure of spacer arm

Product

Proteins, peptides, amino acids

H o 9
amino 10-atom ./ij\/"‘\/\/\)\o_ HiTrap NHS-activated HP
NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow
None - CNBr-activated Sepharose 48
CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow
I \/\/\j\
O AN
10-atom [ 3 oA ECH Sepharose 4B
OH
./U\/Lv“\/\/\/\m_._
carboxyl 11-atom : EAH Sepharose 4B
OH —
./U \/J\/S_S \ /
thiol 4-atom Thiopropy! Sepharose 6B
05 .OH
55
10-atom o4 0 OIN\ @ Activated Thiol Sepharose 4B
OH HO™ S0
(1]
12-atom .”OVJ\/ NO’W" Epoxy-activated Sepharose 6B




Aktivace -OH v sacharidovych matricich

= epoxyskupiny (bisoxiran, epichlorhydrin)
= bromkyanova metoda
= divinylsulfon

CH,=CH-S0,-CH=CH, R-NH, (R-OH, R-SH)

|—OH ¥~ |——0-CH,-CH,-S0,-CH=CH, ¥ | —0-CH,-CH,-S0,-CH,-CH,-NH-R

= sulfonylchloridy
— tosylchlorid = p-toluensulfonylchlorid
— tresylchlorid = 2,2,2-trifluorethansulfonylchlorid

CISOr@* CH; tosylchlorid

CI-SO,-CH,CF, tresylchlorid R-NH, HO-S0O,-CH,CF,

|—OH ¥ |_O-SOZ-CH2CF3 \ / |— NH-R

Srovnani reakénich parametru

Aktivni skupina | Reagujici Reakéni
skupiny ligandu | podminky
epoxy -NH, pH 5-12
-OH doba 4 - 72 hod
- SH teplota 4-60° C
-COOH
-NH, pH 7-10,

doba 1- 12 hod,
teplota 4 - 25° C

divinylsulfon -NH, pH 6-11,
-OH doba 2 - 24 hod
-SH teplota 4 - 25° C
tresyl -NH, pH 7-9,

doba 2 - 16 hod,
teplota 4 - 25° C




Mnozstvi navazovaného ligandu -
kolik ho pouzit?

= kdyz ho mame dostatek

— 10 az 100x molarni prebytek viéi pfitomnym reaktivnim skupinam
= malé biomolekuly

— 1 az 20 pmol na 1 ml media (2 pmol typicky)
= proteinové ligandy

— 5az 10 mg na 1 ml media
= protilatky

— 5 mg proteinu na 1 ml media
= velmi slabé interagujici systemy

— co nejvyssi koncentrace ligandu

— vyssi koncentrace vede k vyssi vazbé

Dextranové nosice —° 5
= materialy Sephadex, Superdex M 0
= glukosové jednotky spojené 1,6 vazbou, on 0 o
vétveni i pres 1,2/ 1,3 a 1,4 spoje C‘H2 OH
= mechanicky malo stabilni CHOH OH O—
= nachylné na bakterialni degradaci (:3H2 OH
= glykosidické vazby nestabilni pFi 0
nizkém pH OH 0—
OH
0
—0




CH,OH
Celulosa 2
O —~o©
pouziti neni tak bézné, spisSe v priimyslové oblasti OH
. I . . —0
velmi ¢asto se objevuje ve formé membran OH

linearni polymer z 1,4-B-D-glukosovych jednotek
nativni polymer je ve formé vlaken bez poresni struktury,
reinformovana celulosa je ve formé kulicek

byt autoklavovana
vlaknita celulosa se dodava jako suchy prasek

— Whatman, BioRad, Schleicher & Schuell

— v roztoku je nachylna na mechanické poskozeni (NE magn. michani)
aktivace - karbonyldiimidazol a divinylsulfon
chloroformiat

0

_OH CFCO-O-CH,CH, ¢ R-NH, o4
=0 N-R

—OH -HCL,CHCHOH ko —OH

celulosové ¢astice, priimér kolem 450 pym

Polyakrylamidové nosice

v biochemické oblasti velmi oblibené

pripravuji se kopolymeraci akrylamidu a N,N’-methylen-
bis(akrylamidu), probiha radikalovym mechanismem v pritomnosti
tetramethylendiaminu (TEMED) a peroxodvojsiranu amonného jako
iniciatoru

Bio-Gel P dodava material firma BioRad

— pory poskytuji vyluéovaci limity od 2 do 400 kDa

— nizké nespecifické vazby

— dobra pH stabilita (2 — 10)

nevyhodou je mald mechanicka stabilita

— variabilita matrice pfi zméné slozeni pufra

— nizké pritocéné rychlosti
aktivace se nejsnaz provadi ¢asteénou hydrazinolyzou pfi 50 °C

— dostupné jsou i preaktivované materialy (Enzacryl)
glutaraldehydem - uplatni se adice amidové skupiny na dvojné vazby
pritomné v polymerni formé glutaraldehydu.



Trlsacryl N-akryloyl-2 amino-2 hydroxymethyl- 1,3 propandiol Eg'C(CHZOH)s éNg'C(CHZOH)s
H,C=C—CO—N—C(CH,OH), [ [
H H -C HZ-CH-CHZ-(fH-CHfCH-

. + _— .
= kopolymerace: - trisacryl
SV H H i
= dodavaIBF [4c=c-N-co-C-C-co—N-C=CH, GH-OH
. HH CH-OH
OHOH :
O NH-C(CH,OH),
N,N’-diallyltartradiamid NH co

|
-CH,-CH-C HZ-E H-

= tris(hydroxymethylové) uskupeni poskytuje materialu vyborné
hydrofilni vlastnosti

= zesitovany charakter prinasi zlepseni mechanickych vlastnosti oproti
polyakrylamidu

= tolerance pH je od 1 do 11

= snasi zmrazeni, teploty do 120 °C a organicka rozpoustédia

= aktivace je mozna pomoci
— karbonyldiimidazolu
— bromkyanu
— divinylsulfonu

Sephacryl

= na bazi dextranového gelu s vnesenymi allylovymi postrannimi
skupinami zesit'ovanymi pomoci N,N’-methylen-bis(akrylamidu)

= obsahuje tedy linearni glukosové retézce spojené pres molekuly
bis(akrylamidu) a také linearni €asti polymerniho bis(akrylamidu)

= vyrabi Pharmacia

= Sephacryl S-300 a S-400 - vylu¢ovaci limity 1,5 a 8 MDa

= gely HR fady - vylepsené pratocné vilastnosti

= material je dostatecné chemicky i mechanicky odolny

= aktivace - pres sekundarni hydroxylové skupiny



Methakrylatové matrice

9 CH,OH O CH, 0 OH
H,C=C—C—0-CH,-¢-CH,0—C=CH, O*ﬁ*ﬁ*ﬁ‘PO*E*E%O *****
| |
CH, CHOH  CH, | CH, 2 2
CH,
+ HC—t - TSK
_— O
H+Of —C—-OH 1o | pentaerythritol
H, H, w dimethakrylat
+ ! ¢H
H(‘:*OH Il polyethylenglykol
0 2 g
HZC:CfoCfﬁfCH2 2 1l glycidylmethakrylatu
e, m

= TSK-Gel Toyopearl (vyr. Tosoh, distribuce Merck jako Fractogel TSK)

— kopolymerace glycidylmethakrylatu, pentaerythritol dimethakrylatu a
polyethylenglykolu - velky poéet hydroxylli a etherovych vazeb

= ¢asteéné hydrofilni, vyborné mech. vlastnosti, toleranci pH 2 az 12

= velikosti S (,,superfine, 20 az 40 pym), F (,,fine“, 30 az 60 pm) a C
(,,coarse®, 50 az 100 ym)

= stredni typ rozsah 50 kDa az 5 MDa - nejvhodnéjsi pro afin. separace

) : .
e 1 . HEMA
H,C=C—C—0-CH,CH,OH ¢H,0 o ch,
CH, -, Ho——Lo—c—c-o—L|—cn,
o + o 0 CH, H, B, H, O
I I HO-CHCH-0—L—|—cH, HSC—JO-CHZ-CHQ-OH
H,C=C—C—0-CH,-CH,-0—C—C=CH, "
éH C\H oH, oH,
s 2 HC——~0~C-C-0———CH,
CH,0 22 0 CH,

= poprvé pripraven v Ceskoslovensku
— distribuovan pod nazvy Separon a Spheron
— vznika kopolymeraci 2-hydroxyethylmethakrylatu se sit'ujicim
ethylendimethakrylatem

— zesitovana struktura vytvari makro i mikropory, které poskytuji vysokou
odolnost vgi tlaku

= chemicka odolnost je pro pH 2 az 12
— kratké promyti je mozné i 2 M NaOH ¢i 2 M HCI
= tepelna odolnost az do 170 °C
= dodavané velikosti €astic jsou 5,10 a 60 ym
— v tuzemsku nyni vyrabi firma Tessek
— kdispozici i predaktivované matrice s riiznymi reaktivnimi skupinami




I I .
H,C=C—C—NH-CH,-NH—C—C=CH, : | Eupergit
] |
CH, CH, o ¢H, CH,
+ /\ e 19
H,C—C—C—0—C—CH HC—C—NH,
o HH ~ H ]
I C‘ZHZ‘C‘) 9 C‘:Hz
HZC:(‘&C*NH2 - H3C*C*C*N*C*H707C‘:H
|
CH, 0 (‘:Hz 2 (‘:Hz 0
+ H,N=C-C—CH, HE—C~0—C—C—CH,
|
0 CH, CH, 2 2
H,C=C—C—0—C—C—CH, ‘
H A~ H,H

— kopolymeraci methakrylamidu, N,N’-methylen-bis(methakrylamidu) a
slozky s oxiranovou skupinou, glycidylmethakrylatu nebo
allylglycidyletheru (na obr. dole)

— Rohm Pharma, v USA jako Spectra/Cryl

= porézni ¢astice 30, 150 a 250 ym, neporézni 1 ym
— mechanicka stabilita vyborna
= imobilizace probiha adici na oxiranové uskupeni

— reagovat mohou primarni aminy, sulfhydrylové skupiny ¢i hydroxyly

— doporucéovana pritomnost fosfatového pufru, urychli se tim reakce a muze
probihat blizko neutralniho pH

Polyamidové nosicée

= polykondenzacni reakce

— Nylon 66 z 1,6-diaminohexanu a hexan-1,6-dikarboxylové kyseliny

— tuzemsky Silon vznika kondenzaci e-kaprolaktamu

— ve formé membran, siték, kuli¢ek a trubi¢ek pro imobilizaci enzymu
= pFirozeny material ma pro imobilizaci malo volnych konc. skupin

— je nutné jeho strukturu ¢aste¢né narusit opatrnou hydrolyzou

— asi 3 M HCI, doba pusobeni zavisi na formé materialu, 10 sec az 1 hod
= aktivacni postupy, které amidovou vazbu neprerusuji

— O-alkylace peptidové vazby oxoniovou soli (triethyloxonium
tetrafluoroboritan) - dimethylsulfatem

— vznikly imidoester reaguje v slabé alkalickém prostredi s aminoskupinou
(lyzin, 1,6-diaminohexan) za vzniku amidinu

— kladny naboj zvysSuje polaritu polymeru

— ziska se vétsi povrchova hustota vyuzitelnych karboxy nebo aminoskupin

— na trhu dostupna rada aktivovanych membran

)
/G—NH— (CH3)ZSO4—?=?3H— RNHz - —C=NH\

 — —
0 OCH; ~gron ™ NH—R

Aktivace polvamidu dimethvisulfatem




Skupinoveé specifické ligandy

= interaguje s tfidou podobnych biomolekul - skupinova separace

NAD*, NADP*, Blue B

dehydrogenasy

5’-AMP, Blue F3G-A

NAD*-dependentni enzymy

2',5'-ADP, Red HE-3B

NADP*-dependentni enzymy

kalmodulin, Blue B

kinasy

glutathion glutathion-S-transferasa (fuzni proteiny)
chitin chitin vazici protein (fizni proteiny)
amylosa maltosu vazici protein (fazni proteiny)
Green A CoA proteiny, HSA

benzamidin serinové proteinasy

heparin lipoproteiny, hormony, DNA, RNA
polymyxin endotoxiny

konkanavalin A

gluko- a manopyranosylové zbytky

poly U, oligo-dT

poly(A)+mRNA

Cibacron blue
F3G-A

= priklad racionalniho
navrhu skupinové
specifického ligandu

= puvodné textilni barvivo

= vaze se pevné do aktiv.
mista dehydrogenas

b
X
N7 N
NEN
N~ N7 N Y
H H
SO,H SO H

namisto prirozeného substratu NAD*

— antrachinonova ¢ast - odpovida adeninové kapse

— diaminobenzensulfonat - interaguje s guanidinovou skupinou Arg zbytku

— triazinovy cyklus - atom chloru se vaze v pyrofosfatovém misté
= substituenty X a Y pak jemné dolad'uji afinitu ligandu

— nejvyssi afinitu ma derivat s -COOH v meta poloze (Y)

— vliv na velikost disocia¢ni konstanty a tim pevnost vazby na afinitni nosi¢
= dalSi aplikace - odstranéni albuminu
= vazba na nosi¢ - substituce v misté chloru triazinového cyklu, napft.

Blue Sepharose



SO3H@ Procyon red QSOS
N N

[l [l
N

SO,H N
N Y
SO, H

3

I e S
S EavaNTY

H

SO,H

SO,H

3

dale interaguji albumin, lipoproteiny, interferon

polycyklické barvivo vykazujici jistou strukturni podobnost k NADP*
, koagulaéni faktory

— méné specifické - elektrostatické a hydrofobni interakce

Polystyren

zejména pozivan jako material pro mikrodesticky
nejjednodussi imobilizace - adsorpce protein( na povrch na zakladé

hydrofobnich interakci ("coating™ protilatek)

— treba vysytit zbyvajici vazena mista vhodnou inertni bilkovinou (albumin,

kasein, zelatina, suSené miéko bez tuku, ...)

imobilizace malych molekul - tfreba kovalentni vazby
modifikace PS - nitrace a redukce poskytnou povrchové

aminoskupiny

Zn, HCI

|

HNO,, H,SO,

S,

@NHz

komercné dostupné (Nunc) i modifikované mikrodesticky

— "vazici aminoslouéeniny"
— se streptavidinem



Monolitické kolony

= poresni chromatografické sorbenty ve formé vypliujici cely
separacni prostor
— Hjerten 1989 - PAG - "continuous bed"
— Svec a Frechet 1992 - "monolith" na bazi makroporesniho org. polymeru
= polymerace uvniti kolony (i kapilarni)
— polyakrylamid a methylenbis(akrylamid) nebo piperazindiakrylamid
— styren a jeho derivaty, sit'ovadlo divynylbenzen
— derivaty methakrylat - butylmetakrylat, methakrylova kyselina,
glycidylmethakrylat, zesit'uji se ethylendimethakrylatem (Bioseparations)
= modifikované silikagely, spe¢ené chemicky modifikované
silikagelové ¢astice (Chromolith, Merck)
= kombinace malych ("mesopores", vhodné
pro imobilizace ligandd, nm rozméry, difuse)
a velkych ("through pores", zajist'uji tok
kapaliny, pm rozméry, konvekce)

Monolitické materialy

= porogenni rozpoustédla: A MeOH, B 75% EtOH, C 75% PrOH, D 75%
dodekanol




CliMs

= "convective interaction media" - separaéni monoliticky material ve
formé disku - vyborné priitoéné vlastnosti diky prevazujici konvekci
— cely tok media jde pies separacni oblast, u ¢asticovych nosic¢ti dochazi k
neefektivnimu obtékani ¢astic
— pratoéné rychlosti az o fad vyssi bez vlivu na separacni vlastnosti a
vazebnou kapacitu materialu
— kombinovatelnost riiznych materialti v jednom "sloupci” - seriové spojeni
riznych diskt
Fitted with standard 1/16 The housing can be supplied in
0D UNF 10-32 VALCO-type two different plastic versions:
connectors, the column can POM (blue & white) and
be fitted to any LG, HPLC, PEEK (brown).
or FA system.
The housing can
accommodate up to 4 disks.
| CIM® monoliths | Porous particlel By packing the same chemistry,
Colymn volume 0.34ml 1mi Disks are easily placed the volume (capacity) and
Fow rate applied 4mbmin 1mimin | into the housing allowing length can be increased; by
(11.8CVimin) (1CV/min) | simple column handling; fast, packing different chemistries,
Time ~ loading (5€V) a4min Smin efficient, and inexpensive screening one can perform Conjoint Liguid
ST 29mi i | citerent chemisrics. Chromatography (CLG).
Time - equilibration (56V) 04min 5min
Time - total per run 1.7min 20min

Kombinace AC/ IEC Selektivni frakcionace

Quantification of impurities in IgGs

Transferrin and albumin are often present in IgG concentrates and
are considered impurities. It is important to determine their con-
centration in order to obtain a well-characterized biological product.
Two CIM® Protein G disks and one CIM® quaternary amine (QA)
monolithic disk were placed consecutively into one housing form-
ing a CLC monolithic column allowing a complete separation of all
three proteins in less than 5 minutes. Under the applied binding con-
ditions, the 1gGs were captured on the Protein G disks while
transferrin and albumin were bound to the QA disk. Subsequently,
transferrin and albumin were eluted separately by a stepwise gradi-
entusing sodium chloride, whereas the IgGs were released from the

Relative absorbance (280 nm)
e
B &8 3 §

]

8
7
6
S Peak 1: Transferrin
4% Peak 2: Albumin
4 Peak3: IgGs.
2
1

o 05 1 15 2 25 3 3.5 4 45 5 L

Time (min)
— Kisample  — Conc. NaCl —pH
Sample  0.25ml (amount of IgG sample was 8mg)

Protein G ligands by applying a low pH. This validated method per- Buffer A 20mM Tris-HCI (pH7.0)
mits the quantification of albumin and transferrin in IgG concentrates. % (@(@ ' g :::::g ﬁ‘iﬂ"’e.ﬁ?@lﬁi&‘( ;:l1 ’;‘}?,' (pH7.0)
Flow rate 4 m/min
From: Branovi¢ et al. (Octapharma), J. Immunol. Math, 2002, 271, 47-58 Column 2 CIM® Protein G disks + 1 CIM® QA disk
Bradykinin (BK) Bovine serum Succinylated BSA Conjugate of BK with
1.5mg/ml albumin (BSA) (BSA-S) 3.0mg/mi  BSA (BSA-S-BK)
disk 3.0mg/ml disk disk 7.4mg/ml disk

Sample
Buifer A
Buffer B

500l rabbit blood sera (proteins: 2 mg/ml)
10mM phosphate, 150mM NaCl (pH 7.0)
10mM HCI (pH 2.0)




Imobilizace enzymu

= enzymy - prumyslové pouziti
— biokatalytické konverse
— bioanalytické aplikace, enzymové sensory
= ekonomicky aspekt - shizeni vyrobnich nakladii enzymovych procest
diky opakovanému pouziti
= dlouhodoba stabilizace enzymové aktivity
= snadna separace vysledného produktu
— dvoufazovy systém, enzym zachycen na heterogenni fazi
— substrat, produkt volné v roztoku
— realizace kontinualné pracujicich procesu (enzymové reaktory)
= nevhodné, pokud je i enzymovy substrat nerozpustny

Idealni nosié¢ enzymu

= |evny, inertni, mechanicky pevny, chemicky stabilni

= zachovava nebo zvysuje specifitu enzymu (dana
pomérem k_ /K )

= snizuje inhibici enzymu produktem

= posunuje pH optimum enzymu zadanym smérem

= zabranuje mikrobialni kontaminaci

= omezuje nespecifickou adsorpci



Zpusoby imobilizace
= gadsorbce
= b kovalentni vazba
= ¢ zachyceni v polymeru,
"entrapment"”
= dzachyceni v membranovém E
vacku, "cofinement” E

Volba nosice

= nizka cena (po zni€eni enzymové aktivity se vyhodi)
= drahé nosice - pfi malém rozsahu procesu, pripadné pokud je Ize
pouzit opakované (opakovana imobilizace enzymu)
= uplatni se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, porosita, distribuce
velikosti pora, povrchovy naboj (posun pH optima reakce), hustota
reaktivnich skupin (vazebna kapacita)
= specialni vlastnosti
— magnetismus
— rozklad nezadoucich produktii (MnO, a peroxid vodiku)
— povrch s redukénimi vlastnostmi (TiO,)

Geometrické usporadani
= gastice (,,beads”)
— definovana velikost a porosita
= filmové povlaky
— tenké vrstvy na vhodném neutralnim nosném materialu
= membrany
— soucasné je mozné realizovat biokatalytickou reakci a separaci na
zakladé rozdilné velikosti substratu a produktu
= vlaknité materialy
— vysoky podil povrchu — velka objemova aktivita
= pény - zachyceni uvnitf (polyurethany)

Struktura
— mikroporesni 0.1 az 10 nm
— mesoporesni 3 az 10 nm — srovnatelné s velikosti enzymu
— makroporesni 8 az 1000 nm, povrch 25 az 100 m2/g
— neporesni — vyborna pritoénost, ale mala kapacita a maly povrch
— gelovita — nema stalé pory, ty vznikaji az pri nabobtnani; obdoba
neporesniho usporadani



Adsorpce enzymu na nosicé

= jednoduchy, Siroce pouzitelny postup — velmi mirné podminky,
zachovani aktivity — neni kovalentni vazba, neni naruseni konformace

= reversibilita — jak enzymu (purifikace), tak vlastni matrice — oboji Ize
regenerovat a pouzit znovu

= moznost vysokych obsaht (az 1 g enzymu na 1 g nosice)

= ale slaba interakce — enzymy se mohou postupné spontanné
uvoliovat z matrice

= zucastnéné interakce

— nespecifické (van der Waalsovy sily, vodikové mustky, hydrofilni
interakce): CPG, silikagely

— biospecifické — pres ligand interagujici s enzymem (mimo aktivni misto)

— interakce s imobilizovanymi barvivy nebo ionty kovt

— iontové interakce (ionexy)

— hydrofobni interakce: PET, HDPE, polyethylentereftalat, latex
(polystyren), poly(ST-DVB), amberlit XAD, silikaty, zeolity, talek

= ¢astecna desolvatace v priibéhu vazby na nosi¢, mize dochazet ke
zménam konformace

— stabilizace, zmény aktivity a specifity katalyzované reakce

lontové interakce
= syntetické pryskyfice (SP)

— kopolymery akrylamidu a kys. maleinové nebo itakonové,
fenolformaldehydové kondenzaty

= SP s povrchovymi skupinami — Dowex, Amberlit, Duolit
= polysacharidové derivaty — DEAE-celulosa, DEAE-dextran, DEAE-

Sephadex, CM-celulosa, CH-Sepharosa, AH-Sepharosa, Q-
Sepharosa, S-Sepharosa

— DEAE ... diethylaminoethyl, CM ... -O-CH,-COOH, CH ... -NH(CH,)COOH,
AH ... NH-(CH,);-NH,, Q ... -CH,-N*(CH,),, S ... -CH,-SO,H

— vSeobecné velmi hydrofilni materialy, naboj zavisi na pH okolniho
roztoku

= dulezitou roli hraji podminky, zejména pH, pfi adsorpci

Invertasa Typ nosice
DEAE-Sephadex | CM-Sephadex
0,
2 REL (anex) (katex)
pH 2.5 0 100
pH 4.7 100 75
pH 7.0 100 34




Kovalentni imobilizace enzym

= poresni/ neporesni nosice, vzajemna velikost port a molekul
enzymu

= povrchova hustota navazanych molekul
= reaktivni skupiny vhodné pro kovalentni imobilizace

B o A

~ a

NO,
4;’3 e |»N=:=o |—9/<0Q h{f

0

= aanhydrid, b karbonat, ¢ aldehyd, d epoxid, e azid, f isothiokyanat,
g nitrofenylester karboxylové kyseliny, h azlakton

= typické mnozstvi 0.02 g enzymu na 1 g nosice

Relativni uzite¢nost aa pro imobilizaci

AA zbytek Obsah |Dostupnost| Reaktivita it:;'e':la Pouziti
Asp + ++ + + +
Arg + ++ +

Cys - + ++ -

cystin + - + +

Glu + ++ + +

His * ++ + +

Lys ++ ++ ++ ++ ++
Met - + - -
Ser ++ + + + +
Thr ++ + + + +
Trp - - * -
Tyr + - + _+ +
C konec - ++ + +
N konec - ++ ++ ++ +
sacharid. zbytek | - ~ ++ ++ + + +




Orientace enzymu

= nesmi dojit (a) ke zméné konformace
vazebného mista, aby dochazelo k opti-

malni vazbé substratu (b)

= nevhodné je nepristupné aktivni misto

(c) v dusledku sterické zabrany

= méné efektivni az nefunkéni mize byt
vazebné misto deformované v dasledku

distorse (d)

= v obou pfipadech mlize pomoci "oddaleni" molekuly enzymu od
nosi¢e pouzitim vhodné dlouhého raménka (spacer, linker, ...)

Zachyceni enzymu v polymeru

= miuze se jednat o Cisté fyzikalni zachyceni na zakladé velikosti
— v gelu, zapolymerovani uvniti vhodné matrice
= kombinace zachyceni a kovalentni vazby
— derivatizace lyzinovych zbytku akryloylchloridem CH,=CH-CO-CI
— vznikly na enzym vazany akrylamid se pak kopolymerizuje s klasickou

smési akrylamidu a bisakrylamidu

= vhodné pro imobilizaci "komplexnéjSich" systému obsahujicich dany

enzym (buriky, organely, ...)

= metoda je vhodna pouze pro enzymy ucinkujici na nizkomolekularni

substraty

= stabilita chymotrypsinu
= v zavislosti na zplisobu
imobilizace
— volny (a), derivatizovany
akryloyl CI (b)
— zachyceny v polymethakryl.
gelu (d), kombinované (c)

Log(relative activity)

60

0 Time (min)




Gelové matrice
= enzym se zachyti v priibéhu pfipravy gelu
— alginat, chitosan, zelatina, PAG, PVA plus MNOHO dalSich polymert
= vznikne tak monoliticky material

= enzym se necha vsaknout do hotového gelu ve formé kuli¢ek
(Sepharosa, Sephadex) a nasledné se chemicky zesit'uje
(glutaraldehydem)

= prosté zesit'ovani nedava geometricky definované tvary

= "smart" polymery - méni vlastnosti pod vlivem externich vlivi (pH,
teplota, iontova sila) a mohou tak cilené napf. uvolnit vazany enzym
do roztoku

Sol-gel imobilizace

= sol-gel proces — vznik ,;skla“ hydrolytickou polymeraci monomole-
kularnich prekursort (CH,0),Si tetramethyl-o-kfemicitan (TMOS):

(CH3O)4Si + H20 i (CH30)3S|'OH + CH3OH
2 (CH;0),Si-OH —= (CH,0),Si-0-Si(CH,0), + H,0

2 (CH;0);Si-OH —— (CH3O)3Si-3+-Si(CH3O)3+OH'
sol

enzym =~ gelovaténi
Sixoy(”'oH)z(t'OH)4x-2y-22 gel

zachyceni v pérech / starnuti a vysychani

Si,O, + zH* + (2x-y-z) H,0  xerogel (mech. stabilni)



Zachyceni v membranovych systémech

membranou, priichozi pro substraty a produkty

uvniti, pracovni roztok proudi okolo
— povrch membrany i vice nez 20 m2/|

= relativné drahé

jednoduché - neni tfeba nic optimalizovat

membrana muze byt i ve formé vacku ("droplets”)

— enzym se rozpusti ve vodném roztoku 1,6-diaminohexanu
— disperguje se v roztoku 1,6-hexandiové kyseliny v chloroformu
— vzniknou kapi¢ky enzymu obalené tenkou membranou z nylonu (Nylon-

6,6)

je mozné pouzit i liposomy s enzymem uvnitf

Srovnani imobilizaédnich postup

enzym je od pracovniho prostredi oddélen semipermeabilni

membranova duta vliakna "hollow fiber membranes" obsahuji enzym

Charakteristika Adsorpce (| Kovalentné | Entrapment Zachyce'm"v
membrané
Priprava snadné obtizné obtizné snadné
Naklady nizké vysokeé stfedni vysoké
Vazebna sila rizné silné slabé silné
Unik enzymu ana ne ano ne
Pouzitelnost Siroka selektivni Siroka univerzalni
Pracovni problémy vysoké nizké vysoké vysoké
Matricové efekty ano ano ano ne
Velka difuzni bariéra ne ne ano ano
Ochrana pired mikroby ne ne ano ano




Vliv imobilizace na pH optimum enzymu

naboj nosi¢e posouva pH optimum
dasledek partitice H* ionti v mikrookoli enzymu na povrchu nebo v
porech nosice

posun pH pracovniho roztoku mutize byt vyhodny pro zlepseni
rozpustnosti substratu ¢i produktu

nativni enzym v roztoku
imobilizace na kladné nebo zaporné nabity nosi¢

e

AN
L\
1 A “ W
VL ‘“‘x\}

//

e B
1

Activity (Vins:)

ya

/
5 “
A T,
™ 2
£

7 8
Bu‘ik pH

Difazni vlivy
substrat se musi dostat z okolniho prostredi do aktivniho mista
prekonava se nemichana vrstva na povrchu nosice - externi difiize
poté se pohybuje uvnitf port nosice - interni difiize
koncentrac¢ni gradienty substratu a produktu v pripadé poresniho
nosice

(a) (b)
. f lies F[S] F[S]
a pouze reakce a interni difaze |¢F—
b navic partitice S a P v mikro W
prostiedi nosice [
c jako a, navic externi difaze  [SF |
d kombinace difuznich a parti- % -[P] - [P]
ticnich efekti g () (d)
Sts [S]
i L
partitiéni vrstva je cca 1000x [
tenéi nez difazni vrstva [
[P - [P]




Difazni kontrola enzymové konverze

= pfi imobilizovani velkého mnozstvi enzymu se jeho aktivita jakoby
zdanlivé ztraci

= efektivni aktivita enzymu na nosici je mnohem mensi nez teoreticky
navazana - dusledek diftiznich problému - omezeny pohyb substratu

= pozitivni projev - zdanliva stabilizace imobilizovaného enzymu

aktivita
skute€né pritomna
n 3 ,
algz_ena nalezena
aktivita
vnesena aktivita ¢as

Enzymové biosensory

= imobilizace enzymu na povrch fyzikalné-chemického prevodniku
= vyuzivaji se postupy imobilizace zminéné dfive i dalSi specialni
metodiky

vvvvv

elektrochemického prevodniku

=  enzymové optody (optrody) - analogie, nosi¢em je ale obvykle
svétlovod (optické vliakno)



Membrany a biosensory

mechanicka
\ kontrola transportu
imobilizace
prevodnik :E
E

= membrany v biosensorech pini nékolik funkci:
imobilizace enzymovych molekul — nosna funkce

fizeni transportu latek bud’ prostrednictvim difazni
kontroly nebo ovlivnénim selektivity (antiinterferenéni)

zlepseni mechanické stability
biokompatibilita

Rozdéleni membran

= membrana = porézni prostredi, rozdéleni:

= hrubé porézni - péry nad 5 nm (skelna frita),
permeabilitu ovliviuje rozdil hydrostatického tlaku na
obou stranach, osmoticky tlak se neuplatiuje (pokud
polymer membrany neinteraguje s rozpoustédlem);
permselektivita je velmi Spatna az zadna (prochazi
vSechny latky)

* jemné porézni - pory 1 az 5 nm (napf. acetylcelulosa),
rozpoustédlo prochazi konvekci a difuzi, permeabilita je
dana velikosti rozpusténych latek

= neporézni (husté) - nevykazuji porézni strukturu,
rozpoustédlo prochazi pouze difuzi



Pfiprava membran

je potieba peclivé kontrolovat podminky (vihkost, teplota), které
silné ovlivnuji vlastnosti vznikajicich membran

fazova konverze - roztok polymeru ve vhodném rozpoustédle se
nalije na pevny povrch a vycka se odpareni rozpoustédia

— polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran - THF), acetylcelulosa (aceton),
polyethersulonat (dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton)

— vySSi vlkost a nizsi teplota okoli - vznikaji vétsi pory
— naliti roztoku polymeru v org. rozpoustédle nemisitelném s vodou na
vodni hladinu, zde se na rozhrani utvori asymetricka membrana

olymerace z mono ¢i oligomerd pfimo na misté pouziti (tvorba ,,in
situ®) - vhodna k pfipravé fragilnich gelovitych membran
(polyvinylalkohol, polyakrylamid), které obsahuji velky podil vody

dodateéna tvorba péru - tzv. nuklearni membrany (Nucleopore)

— vrstva polymeru se ,prostfili“ urychlenymi nukleony, lokalné narusena
struktura polymeru se nalepta a vzniknou pory

— velmi dobra reprodukovatelnost a homogenita pérti o pomérné presné
definovaném prameéru

— lokalni zmény lIze vyvolat mechanickym natahovanim (polyenové
membrany, obsahujici krystalické a amorfni oblasti, v amorfnich pak
nasledné vzniknou péry)

Upravy membran

Nucleopore
membrana

velikost porti membrany
Ize dodate€¢né zménit:
zvétSeni prichodnosti se dosahne naleptanim polymeru
membrany, které vede ke zvétSeni priméru poru

— alkalicka hydrolyza acetylcelulosy nebo polykarbonatt

zmens$eni priichodnosti a zlepSeni permselektivity se
dosahne depozici vhodnych latek uvniti port
— napf. organosilant nebo lipidickych latek

symetrické membrany - obé strany jsou rovnocenné,
prichodnost obéma sméry je stejna

asymetrické membrany - pfipravuji se na rozhrani dvou fazi




Biokompatibilita

= pri pouziti biosensort v zivém organismu (in vivo) nebo v klinické
praxi pfi kontaktu zejména s krvi (in vitro)

= pfi kontaktu povrchu membran s prostiedim dochazi k adsorpci
protein — zejména albuminu a fibrinogenu na povrch

= pak se vytvafri dalSi vrstva krevnich destié¢ek (koagulaéni
trombéza)

= pfi dlouhodobé implantaci dochazi k zardstani biosensoru tkani
= postupné snizovani citlivosti diisledkem sniZzené prostupnosti

= biosensor mize vyvolavat rusivé reakce u Zivého organismu
— srazeni krve, zanétlivé procesy
= je potieba povrch biosensoru povléknout vhodnymi polymery
— silikon, polytetrafluorethylen a zejména polyurethany
= modifikovat povrchni obal
— hydrofilizace, konverze aminoskupin na hydroxyskupiny
= do vnéjsi vrstvy vpravit latky omezujici rusivé reakce
— fosforylcholin, fosfolipidy, heparin

Mechanické zachyceni enzymu

prevodnik

[dialyzacni
— == Mmembrana

= nejjednodussi - kapne se roztok
biokomponenty na povrch prevodniku
a prekryje se dialyzacni membranou

= alternativni metodou je zachyceni
biomolekul uvniti vhodného polymeru
(inkluze), polymerni vrstva se vytvori
na povrchu podpurné dialyzaéni
membrany




Zachyceni v gelu

= Zelatina je ¢asto pouzivana pro enzymové membrany; 5% roztok se
rozpusti pfi zvysené teploté (az 50 °C) a prida se enzym, promicha se
a naleje na podlozku (napf¥. dialyzaéni membrana)

= Nafion je polymer rozpustény ve smési alkoholl s vodou
— pouziva se pro tvorbu permselektivnich membran - jako iontoménic¢
— miuze zachycovat biomolekuly

_[(CFz‘CFz)m_?F_CFz]n_
CI) Nafion
CF
[CF3—C|)F O—CF,-CF,—SO03H
p

Zachyceni v PVA

polyvinylalkohol (PVA) je hydrofilni, neutralni a biokompatibilni
polymer, ve vodé silné bobtna; dostupny ve formé oligomert (90
kDa), které po zesit'ovani vytvori koneény polymer
radiaéni polymerace vyuziva ozareni smési oligomera a enzymu y-
zarenim (generuje $°Co)

— vzniklé radikaly vyvolaji dalSi polymeraci a zesit'ovani

— vysledna membrana neobsahuje zadné nezadouci produkty a souc¢asné

je sterilizovana

chemické sitovani — triisokyanat

(TIC), spoji postranni hydroxyly O=C=N4©~CH NCO
UV polymerace - PVA obsahujici
styrylbipyridiniové skupiny

(PVA-SbQ, 1.3%)
— vubec nejSetrnéjsi postup OCN CH,
imobilizace pomoci PVA

TIC

—N=C=0 L HO— —» —NH—C—0—
zesiténi




Multifunkéni polymery

kombinuji imobilizaci enzymu s polymerni strukturou nesouci
skupiny mediatort prenasejici elektrony, tzv. redox relays
poly-4-vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) se ¢aste¢né vyuzije pro
tvorbu komplexu s osmiem (mediator), a ¢astec¢né se do néj
kvarternizaci zavedou aminoskupiny

smés modifikovaného oligomeru, enzymu a bifunkéniho €inidla
PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektrodu

parc. komplexace (1/6) L J|
{CHZ—CH} + Os(bpy):Cle NP
n »
|

HoC—CH—CHy-O—CH,~CHy-O—CH, CH-CH,

M
“ ®
~ kvarternizace Os(bpy),Cl @
~M
-M

| + 2-bromoethylamin
\

M
CHZ_C H2'NH2 @ @

PEGDE

o]

Zesitovani enzymu na povrchu

. 0=CH—(CH,);—CH=0
glutaraldehyd
—CH=0 " HN—

i Schiffova baze
—CH=N—
¢ redukce (NaBH,)

—CH,-NH—

retikulum

nejéastéji se pouziva glutaraldehyd; smés s roztokem bilkoviny v zavislosti
na koncentraci slozek vytvafri spontanné retikulum bud’ pfimo na povrchu
sensoru, hebo na vhodném podkladovém materialu (polyamidova sitka,
dialyzaéni membrana)
reakci mezi aldehydovou skupinou €inidla s aminoskupinou bilkoviny
(postranni lyzinové zbytky) vznika propojenim Schiffova baze

— muze se zredukovat na stabilnéjSi aminovou vazbu



Imobilizace pomoci elektropolymerace

vyuziva elektrochemickou oxidaci k pripravé reaktivnich
monomeru, které pak spontanné vytvari polymerni film na povrchu
elektrody
filmy se daji vytvofit i na €lenitém povrchu nebo na povrchu
mikroelektrod (cilena modifikace)

pokud jsou v pribéhu elektropolymerace v roztoku pfitomné
biomolekuly, dochazi k jejich zachyceni uvnitf vznikajici
membrany; méné se mize uplatnit také kladny naboj polymeru
vlastnosti membrany je mozné ovlivnit pridavkem dalSich latek do
elektropolymeracni smési
tloustku membrany urcuje velikost proslého naboje, tak se da
snadno reprodukuvatelné ovlivnit mnozstvi imobilizované
biomolekuly

nékteré elektropolymerni vrstvy mohou byt navic vodivé, coz
usnadiuje prenos elektronii mezi elektrodou a biomolekulami

— tyto polymery jsou obvykle barevné

Polypyrrol (PPY)

klasicky priklad, provadi se oxidaci 50 az 200 mM pyrrolu
amperometrickou oxidaci pfi potencialu kolem 0.8 V, jako elektrolyt
se pridava KCI, pracuje se v anaerobnim prostredi

tloustka filmu je tmérna mnozstvi prosiého naboje (5 mC/cm?
odpovida 13 nm), Ize dosahnout az 100 nm tlustych vrstev
vznikly PPy film je vodivy, vodivost dosahuje asi 500 S/cm

— pro srovnani jsou vodivosti médi 106, kiemiku 10 a skla 10-'" S/cm).
obdobné probiha elektropolymerace methylpyrrolu

n

H +
I
/Z \X anoda N
Voo-nem ) N Vol x
H H H n




Polyfenylenoxid (PPO)

velmi tenké a mechanicky stabilni filmy PPO na povrchu elektrod
vznikaji elektropolymeraci fenolu

nevodivé, takze elektropolymerace se samovolné zastavi, jakmile
je povrch elektrody elektricky izolovan

prabézné se da pozorovat 4
pokles oxida¢niho proudd
pfi vzniku filmu: I |

1
2
A
- > >
Cas potencial

Elektropolymerace fenolu
amperometricky a cyklickou voltametrii

[

méné stabilni jsou
polyanilinové (PANI) N N
filmy vzniklé z anilinu: PNl n

Kontrolni membrany

= elektropolymerni vrstvy jsou také vhodné pro ovlivhovani
transportu latek jako kontrolni membrany - polyfenylendiaminové
(PPD) filmy z 1,2 diaminobenzenu

= nevodivé o tloust'ce kolem 10 nm; snadno pies né prochazi
peroxid vodiku, pfitom jiné rusivé latky jsou odstinény

= protoze zachyceni bilkovin uvnitf polymeru je pomérné volné,
dochazi éasem k uvolnéni do roztoku a tim k poklesu aktivity

= jiné postupy proto pouzivaji elektropolymerni film jen jako vychozi
chemickou modifikaci povrchu elektrody, a film se pak dale
upravuje chemickymi reakcemi.



Modifikace elektropolymeru

= polypyrrol se da nitrovat v B poloze a elektrochemickou redukci
nitroskupiny se ziska aminoskupina vhodna pro dalsi kovalentni
vazbu biomolekul:

i H H
CuNO3 elektrochemicka I
—’ —’
'Tl acetanhydrid redukce
H Derivatizace PPy NG, NH,

= jinou moznosti je reakce PPy s nitrobenzoylchloridem,
nitroskupinu je pak mozné redukovat také chemicky zinkem

v kys. octové: NO,
H
o
l p-nitrobenzoylchlorid \\(I:
N -HCl :N:
|
H

Elektropolymerace bilkovin

= elektropolymerovat se daji také vhodné derivaty biomolekul ve
smési napr. s pyrrolem

=k postrannim skupinam enzym je mozné pfipojit pyrrolova jadra,
takze po skonceni elektropolymerace je enzym nedilnou soucasti
fetézce polymeru:

=N 1. karbodiimid _—= //O
N—(CH;,COOH ——» CN—(CHz)z_C\
~ ) = NHE)
.enzym E

= podobné je mozné vyuzit i derivat s koncovou aminoskupinou




Aktivace inertnich povrchu

= pracovni povrch sensoru tvori mala skupina pomérné
inertnich materialG: sklo, kiemik, rizné modifikace
uhliku (grafit, skelny uhlik, kompozitni smési) a
uslechtilé kovy (zejména zlato a platina)

= nékteré biomolekuly se na tyto materialy adsorbuji s
riznou pevnosti, avSak spolehliva a dlouhodobé stabilni
imobilizace vyzaduje kovalentni vazbu mezi
biomolekulou a povrchem

= prvnim krokem imobilizace jsou aktivacni postupy, které
na malo reaktivni povrch sensoru zavadéji reaktivni
skupiny schopné pak kovalentni vazby s biomolekulami

Spontanni vznik monovrstev

= monovrstvy (SAM, ,self-assembled monolayer)

— molekularni soubor vznikly samovolnou organizaci molekul
aktivniho surfaktantu na nosném substratu, ktery se ponofi do
jejich roztoku ve vhodném rozpoustédle

— tFi ¢asti molekuly - povrchové aktivni skupina (pevné se vaze na
povrch, head), alkylovy spojovaci mlstek, koncova funkéni
skupina (na povrchu monovrstvy, tail)

= 1940, Zisman - Pt v roztoku amfifilnich molekul se stava
hydrofobni - monovrstva
= 1983, Nuzzo a Allara - thioly na zlaté
= dalSi SAM:
— alkylsilany na hydroxylovanych povrsich (napf. SiO,)
— mastné kyseliny na povrchu kovt

— alkylfosfoniové soli na zirkonu ~ SN ~ N N

|-- 2-3nm --|




Spontanni vznik monovrstev

= Au-S monovrstvy - vznik velmi
pevné vazby mezi zlatem a sirou

—8—(CHy),-NH,

+ §(CH2)NH,

S—(CHy),-NH, > —S—(CH,),"NH,
Au Au

Adsorpce thiosloucenin na zlato

SNANANAS X SNNANNANS
SNANANNANS X SINANANNS X
SNANNANL X SNANANS
SiAaAANANL X SiANANANS
SNANNANL X SNANANANS X
S\ANANANAL X S\AANANN

Organizovana vistva  zmensSeni hustoty skupiny
zfedénim inertnim thiolem

Thioslouéeniny

pouzivaji se thioly obsahujici v molekule
dalSi vhodnou funkéni skupinu

aminoskupina - nejbéznéjsi, monovrstvy
na bazi kratkych retézct - dobre prostupné,
vhodné pro elektrochemické aplikace

hydroxyskupina - slouzi spiSe pro inaktivaci
povrchu, vneseni hydrofilniho charakteru

m nejbéznéjSim
prikladem je velmi
pevna adsorpce
thioslou€enin na

povrchu

zlata

m vhodnou volbou
dalSich funkénich
skupin thiolu nebo
disulfidu lze ziskat
reaktivni skupiny
vyuzitelné pro dalsi
imobilizaéni kroky

cysteamin

cystamin

thiofenol

merkapto-
ethanol /
propanol /

a zabranéni nespecifickym vazbam biomolekul butanol ...
12-merkaptododekanol, 16-merkapto-hexadekanol

karboxyskupina - vhodna pro aktivaci
pomoci EDC/NHS

MUA, merkaptoundekanova k.

merkapto-
octova /
propionova
I...

Hs” >COOH
COOH
Hs™ >

HS«}E%COOH
2




Specialni thiosloudéeniny

= bis(N-hydroxysukcinimidester) kyseliny CHZCHZ-CO—O/N
3,3’-dithiopropionové (DSP) S 0
— vaze na zlato, vnasi reaktivni NHS skupiny pro '
vazbu biomolekul
CHZCHZ-CO—O\N
= PEO (polyethylneoxid, nebo jinak EG, DSP
ethylenglykol) jako koncova hydrofilni skupina

Hs/\/\/\/\/\/\o/\/o\/\o/\/o\/\OH

0]
N
H H ? \f
NH
HS/\/\/\/\/\/\/\/Y N\/\/O\/\o/\/o\/\/N
o]

o

= pripadné nesouci na konci jesté biotin - smiSené SAM, kontrolovana
hustota biotinovych zbytku

= 11-merkaptoundecylfosforylcholin - biokompatibilni povrchy

SAMs

= vzdy vznika monomolekularni vrstva,
ktera muze byt tak husta, ze povrch je
prakticky elektricky izolovan

= naopak adsorpce kratkych thioderivati
Casto zlepsuje elektrochemické odezvy
bilkovin a jinych latek (usnadnéna vyména elektrona s cyt c)

r | §(CH)n-X

= hustotu a kompaktnost vrstvy

Ize urcit elektrochemicky

— na zakladé signalu vhodné
elektroaktivni latky (ferrikyanid)

— nebo sledovat pokles vodivosti Odezva ferrokyanidu
povrchu v priibéhu vzniku SAM linearni voltamogram
mmm— AU o0 Si(100) 2004
) —— Au elektroda
i o
~ 0 ) '\ e s (nA) —— modifikace SAM/MUA
—~ A~ I
lMsomm 0
: X(CH,),SH + AUP — X(CH,),SAu' +4H, /
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A
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Povrch zlata
= v zasadé muaze byt jakykoliv (zlato je inertni viéi oxidaci)
= pro dobrou kvalitu SAM je nejlepsi povrch Au(111)
— pripravitelny termalnim naparovanim ve vysokém vakuu
— tloustka 100 az 200 nm optimalni
= nosi¢em kiemik nebo sklo (slida, kiemen, ...)
= adhezi zlepsSi mezivrstvicka (1 - 5 nm) Ti nebo Cr, poté povrch lépe
snasi kapaliny i agresivnéjsi chemikalie (neodchlipne se)
= zvySeni hrubosti povrchu (napi. pro SERS)
— elektrochemické leptani
— naneseni vrstvy nanocastic zlata
= ¢isténi povrchu zlata
— aqua regia zifedéna, HCI:HNO,:H,O 3:1:6
piranha, H,S0,:H,0, pomér
elektrochemické cyklovani 0.17 az 1.87 V
UV ozareni, nasledné oplach ethanolem

Cerstvy povrch se rychle na vzduchu kontaminuje (stava se
hydrofobnéjsim)

Depozice thiolu
= obecné doporuc¢ovany postup:
= 1 mM roztok thiolu v ethanolu po dobu 16 az 24 hod, nasledné oplach
ethanolem

— kratSi ¢asy (1 - 2 hod) - monovrstva nemusi byt uplné kompaktni ani
dokonale organizovana (crystalinity)

— objemné thioslouéeniny - mlize pomoci zahfati (60 °C)
— zmény podminek (optimalizace) maji ¢asto na vyslednou monovrstvu
zanedbatelny vliv
= alternativni rozpoustédla
— voda, hexan, toluen, THF, dichlormethan, acetonitril, DMF

— rozpoustédla s dlouhymi uhlikatymi retézci - defekty v monovrstvé
(kontaminace rozpoustédiem)

= depozice par thiolu (v proudu dusiku, nebo ve vysokém vakuu)

= chemicky proces: AU + R-SH

— vyvoj vodiku se nevylucuje

— v pfritomnosti kysliku muize
prechazet na vodu

Au-S-R +1/2H,

2Au + RS-SR 2 Au-S-R




Postupna organizace = =
na povrchu

nejprve velmi pohyblivé, nahodné EEEm— e ]
rozmisténé molekuly
nad kritickou mezi zacnou vznikat Asa tand taaa taad.lasal i Al ALl

ostravky z nékolika molekul ! l

az dojde k pokryti celého povrchu mmmﬁ%ﬁiﬁ?ﬁ%%mmw
a zacnou vznikat husté domény,

oo 1o g pourch polkayt zzsz@zzzszzzzzz@zzzzzzsgm

organizovanou strukturou
— mohou v ni byt ale malé defekty
— pinholes, pramér kolem 0.25 nm

povrch zlata se mize ¢astecné rozpoustét,
zejména v konc. roztocich thioslouc¢enin

Smisené monovrstvy
soucasna adsorpce dvou riznych thioslouéenin - vznikne smisena
vrstva tvorena obéma komponentami roztoku
obecné slozeni monovrstvy neodpovida slozeni nanaseciho roztoku
vice se vazi delSi thioly a méné polarni thioly
méné se vazi thioly s polarni nebo dokonce s nabitou koncovou
skupinou
méné se vazi thioly s objemnymi koncovymi skupinami
silny vliv na slozeni ma povaha rozpoustédla

— nejméné rozpustny thiol se vaze pl"ednostné
pri vyssi teploté nemusi vznikat smisené
monovrstvy, ale oddélené oblasti tvorené
napfr. kratkymi a dlouhymi thioly

Ize pouzit i asymetrické disulfidy R-S-S-R'
v existujici monovrstvé Ize nahradit jiz adsorbované thioly novymi z
roztoku (displacement), probiha zejména v oblastech rozhrani




Stabilita thio-SAM

= obecné je stabilita monovrstev velmi vysoka za normalnich
laboratornich podminek

snasi az 1 M roztoky kyselin a zasad

= pfi uchovavani na vzduchu lze za cca 20 dn( pozorovat zmény thlu
alk. fetézct - postupna oxidace atomu siry na povrchu zlata

vznik sulfidi RS- az sulfonatii RSO,
vzdusnou oxidaci vyrazné urychluje UV zareni

= nestabilni v pritomnosti:

silna oxidacni €inidla (piranha, halogeny, ozon, peroxid vodiku)

cinidla atakujici zlato (jodidy, kyanidy, aqua regia)

organicka rozpoustédla

zahfivani nad 70 az 80 °C, pfi 300 °C kompletni desorbce
elektrochemicka reduktivni desorbce pod -1.5 V (reverzni déj k adsorpci)

elektrochemicka oxidace (0.5 az 1.5 V) v alkalickém (0.1 M KOH) nebo
neutralnim prostredi

Vlastnosti thio-SAM
= tloust'ka a stupen pokryti

— elipsometrie

* polarizace svétla odrazeného od modifikovaného povrchu zavisi na
tloust’ce a indexu lomu nanesené vrstvy

— povrchova plasmonova resonance (SPR)

* p-polarizovany koherentni paprsek se odrazi hranolem umisténym
pod sklickem s napafrenou tenkou vrstvickou kovu

* pfi jisttm resonanénim uhlu se &ast svétla absorbuje diky excitaci
volnych elektronu ve vrstviéce kovu (plasmony)

* jev zavisi na tloustce a indexu lomu nanesené modifikujici vrstvy
+ funguje v suchém stavu i v kapaliné - studium vzniku filmu in situ

— piezoelektrické kiemenné mikrovazky (QCM)

* resonacni frekvence vibrujiciho krystalu zavisi na jeho hmotnosti,
vCetné pevné adherovanych modifikujicich film{

« funguje v suchém stavu i v kapaliné - studium vzniku filmQ in situ



Vlastnosti thio-SAM olaizer

IR source detector

= struktura a chemické slozeni B S a——
. [l—

— FTIR spektroskopie manolayer surface
* IR paprsek se odrazi pod malym (grazing) uhlem od povrchu monovrstvy
* je mozné vypocitat orientaci funkénich skupin v monovrstvé

— SERS (surface enhanced Raman spectroscopy)
* je potfeba hruby povrch pro zvy$eni intenzity
« citlivé na funk&ni skupiny blizko povrchu kovu (0.35 az 0.7 nm)

+ funguje v suchém stavu i v kapaliné (normalni Ramanovo spektrum je
zanedbatelné)

+ informace o chemickém slozeni povrchu
— X-ray fotoelektronova spektroskopie (XPS, ESCA)

* méfi se energie elektronll vyrazenych z obalu atomu po ozareni
rentgenovym paprskem ve vakuu

VR 2 Gt detector
* specifické pro atomy - elementarni

analyza monovrstvy, schopnost rozlisit
i oxidacni stavy (amino x nitro)

X-ray beam

monolayer surface

Vlastnosti thio-SAM

» struktura a chemické slozeni ... primary ions
— SIMS (secondary ion MS) "‘Jc,_p o
» vzorek se bombarduje primarnimi ionty, @ @ © _ ccondary ions

¥
obvykkle Art nebo Xe* . @\3/-9"' 4+
 detekuji se vyrazené sekundarni ionty
— difrakéni techniky
» GIXD (grazing incidence X-ray diffraction) maly uhel dopadu, analyza
reflektivity a rozptylu, informace o mol. struktufe, tloustce a indexu lomu
— elektrochemické techniky

+ cyklicka voltametrie - odezvy redoxni proby - blokovani elektronového
transportu pfi vzniku kompaktni monovrstvy

+ impedanéni techniky - sniZovani vodivosti

monolayer surface




- - TABLE 1. Advancing contact angles of water on films
Vlastnosti thio-SAM e by oo of HS(CHe X o0 gld”
L . X n Contact angle, (deg)
= povrchové viastnosti T 5 "
— kontaktni uhel - smacitelnost CH; 21 17
— kapka umisténa na zkoumaném E:;E:l H ‘gj
povrchu, velikost uhlu zavici na oy 10 I
hydrofobnosti povrchu a 1 59
OCH; 11 85
A \ CN 21 74
N CONHCH; 11 76
Y CO,CH;5 10 74
A 0 OH 11 <15
CONH3z 10 =15
COOH 10 =15

— hydrofobni hydrofilni

AFM / STM studium

= oktadekanthiolova vrstva
— zobrazeni vySkovych profilt
— periodicita odpovida rozmértim danym molekulovymi modely
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Thio-SAM na povrchu Au koloidl éi nanodastic

= vytvoreni Au nanoéastic Al (6q) —RBT o AuCl,™ (ore)
v pritomnosti thiolu, v org.
rozpoustédle

= reakéni poméry (Au ku RSH) {;‘(
ovlivni velikost nano¢astic “'--.,.LI1 :

= disperse klasického Au solu e SH SS °s e
v ethanolu obsahujicim thiol| AvCls (ore) —Trme s AU Swmanann

S
= tfepani Au solu s roztokem r'_r,.r" % '2%7:—&'1.‘

8 §5°
thiolu v toluenu

Dalsi derivatizace povrchu Au nanod¢astic

= kombinace se silanizac¢nim thioc¢inidlem:

(MeO); 5ie Si(OMe;)

i (MeO);Sim_ S, 8
HAuCly(aq) + NaBH; (aq) E'OH bﬁ\” S S (OMe)

HS(CH,);Si (OMe); S
mm}‘sr/‘,\f; \l

. [
(MeQ); 51 S1{OMe;)

= nasleduje hydrolyza: NH,

= |ze i opaéné umistit BN
p CA i \\Ij . —'0 3 U\Bﬂ E(]l-]

Au nanocastice na Fogy i
/ -

o , . S Y
silanizovany povrch + HyNICH 3, SKOBD, s@ .

+ NH40H (aq) -




Dynamické povrchy - svétlocitlivé
= derivaty azobenzenu: cis-trans isomerizace, po osvétleni

— UV (366nm) - cis isomer
— modré (436nm) - trans isomer

= zména konfigurace vede ke zméné polarity
pohyb kapky po povrchu pohanény svétlem

UV light
| —— ﬂ ﬂ ﬂ .uo"l’z:':‘l
t=0s S e ——

R o
t-ﬁsw- P —
=401l
t=80s 2 P——
Same procedure with a reverse
direction shown above
| — m— —

Dynamickeé povrchy - redoxni aktivace
= elektrochemicka oxidace na chinon vede k aktivaci povrchu -
kondenzace s derivatem stimulujicim adhezi bunék

kg
7

o]
=

NN

w/
x

= cilena kultivace Hol o
HzNTﬁH, °'$T.»°°;
HN co; ,..,}: 5
ot A
-~ ) T o "
Qum -
\ - | o ;,%
3 r ba e
A HO- HO- HO.
AL Y ¢ 5 o i o oy i ¢
g)_o ?JJ%{' oxidation g;ﬁ QJ r~ RGD-C S;OSSJJ:;‘]’;—'




Dynamické povrchy - zmény polarity

= v zavislosti na aplikovaném potencialu elektrody vykazuje jeji povrch
hydrofilni nebo hydrofobni charakter

Precursor

Hydrophobic
{{/Alkyl Chain

Hydrophilic

Precursor ~ Hydrophilic Hydrophobic . Elactrodel
Monolayer Hydrolysis Monolayer Monolayer
Dynamickeé povrchy - biosensing
= SAM oligonukleotidové o
proby specificky h
rozpozna viralni NA
= polymerasa viral nucleic acid
dosyntetizuje druhé
vlakno, pfitom ho Au electrode
oznaci redoxni
molekulou ferrocenu
luconie
= tim je umozné prenos acid
elektronti z donorového
enzymu GOD
Polymerase
- —_—
= (I. Willner) dCTP, dATP, dGTP

+Ferrocene-dUTP

ﬁ\ﬁ]—cmn—mg—uu—&@
Fe

Fc= MO—HO—%D—@‘ <
g ()]




Dynamické povrchy - nanowiring

= komunikace enzymu s elektrodou prostiednictvim chemického ,,nanodratku“
— ,wired enzymes*, rychlost prenosu elektront radové vyssi nez reakce s kyslikem

Dynamické povrchy - nanowiring
=  komunikace enzymu s elektrodou prostiednictvim uhlikové ,,nanotrubky*
= SWCNT, single-wall carbon nanotube
= komunikaéni kanal mezi elektrodou a enzymem

= kalibrace pro glukosu pfi rizné délce .
nanotrubic¢ky 60 C .« ®
- a25,b50,c100,d 150 nm wl .
; b
L ]
T 40 ¢ .
1A ot . .+
-
C
20 ¢ . o -
- v v
10 ¢ : v . 2
Glucose (l:‘.-. ML ' f . '
0 20 40 60 80 100 120 140 160
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z

5

=z
I
5
=
=
Z
z
=
1586
-
IITIIT

T
T
Q
O-T=0
Q
a-b0
o




Cilena lokalni imobilizace

= primitivni postupy - ,,pin printing“ — hrot *—
se namodi v roztoku ¢inidla a
mikrokapka se prenese do zadané
pozice na €ipu

= velikost spotu je 100-300 ym, az 10 tisic
prob na €ipu

= horsi reprodukovatelnost, pomalost

= nizka cena, laboratorni priprava

Ink-jet printing

¢ piezoelektricky element

|:| sklenéna membrana

reagent I > @

—> rezevoar usti  mikrokapka
(100 pl)
mikropumpa ( struktura vyle ptana
v k femiku) ,
Ink-jet tiskova hlava

= alternativni metoda pripravy DNA ¢ipu — ,.tisk“ reagencii na podklad — obdoba
inkoustovych tiskaren

= zakladem je struktura rezervoaru vytvorena v kiemiku (micromachining), prekryta
velmi tenkou sklenénou membranou, na kterou priléha piezoelektricky element
(aktuator)

= rezervoar se naplni reagentem, poté nad usti pumpy posune Zzadana pozice €ipu, a
na piezoelektricky aktuator se privede puls napéti

= piezoelement se mechanicky deformuje, zatla¢i na membranu, ¢imz dojde k
vystriknuti mikrokapky reagentu

= rychlost ,tisku“ je 1 az 6 kHz



Ink-jet printing

= rozptyleni kapky na povrchu brani
predchazejici modifikace €ipu

= hydrofilni mista pro imobilizaci prob
navzajem oddélené hydrofobnimi
useky (surface tension wells)

= nanasené kapky reagenta se
nerozpiji, povrchové napéti je drzi
uvnitf dané pozice

= reakéni kroky probihaji naraz na
/' pohyb pole vSech pozicich €ipu
4= p ies pumpy 1 = promyvani a pomocné reakce se

provadi pro cely ¢ip spolec¢né
ink-jet pumpy i ; ..
|:| |:| |:| |:| pro 100000 pozic trva prodlouzeni
| | I I | o jednu bazi asi 5 minut
C A G T

= syntéza souboru o délce 25 bazi
zasobniky aktivovanych bazi zabere 2 hodiny.

Syntéza souboru DNA prob

Subtraktivni techniky

= vytvareni struktur ¢i obrazcli pomoci
odstranéni prebyte€nych casti

= |eptani
= FIB (focused ion beam) milling
= |aserové opracovani

— machining, pulzy rtizného trvani
= ultrazvukové vrtani

— 25 um amplituda pfi frekvenci 20-100 kHz

— bezstresové opracovani kiehkych materialt
= tradicni technologie

— NC frézky, vrtacky, ...




Strukturace povrchu

surface patterning

cilem je imobilizovat danou
biomolekulu pouze v uréitém
geometricky definovaném misté
povrchu

vyuziti pro konstrukci rtiznych
typl soubort (arrays) detekénich
elementtli nebo multikanalovych
biosensort

technika tisku - plastové
"razitko" se namodéi v
modifikaénim roztoku a motiv se
pfenese na povrch

Strukturace povrchu
= surface patterning

PDMS razitko

PDMS

el = | oo §

Si

] - Photoresist pattern
(1=2 pm thickness)

PDMS is pecled away
from the master

l PDMS is exposed to a

solution containing
HS(CH;))sCH+

| PDMS |
L Alkanethiol

Stamping onto gold
transfers thiol

] PDMS

= Z 3-—Au {200 nm) + Ti (5 nm)
[ i |
chmm'c PDMS
l_ Hydrophobic SAMS(ca 2 nm)

| o r 1
R
Hydrophili
gi:{;] e Wash with a solution of
1 : HS(CH )5 COOH

-2 |

!
| i

,hamocené“ razitko
(SH-(CH,),7-CH;)

otisk

Au film na ~120s

Si-waferu

S—TT—
=222

HyGH; HyEH;

$ 9 $ %




Charakterizace strukturovaného povrchu

] SNIM, IR spektrum,
topografle (AFM) 1711 cm-, absorpce ureidoskupiny

o

° ° °
IS Y m

height (nm)

rel. ir signal (arb. u.)

°
o

3

X (pm)

= SNIM, scanning near field IR microscopy

Litografie
= tenkovrstva technologie nejen pro vyrobu elektronickych soucastek,
ale i mikroanalytickych planarnich systémii
= zakladnim materidlem je kifemik (,,silicon wafer®)

= techniky prenosu kopie vychoziho motivu (,,master pattern®) na
povrch pevného materialu




Fotorezist

= modifikovany material se pokryje
tenkou vrstvou fotocitlivého
materialu - fotorezist (spin-coating)
ten se pak osvétli pres masku
nesouci zadany motiv

fotorezist — pozitivni nebo negativni

l"'luml::l:‘ﬁ'lmumu

Litografie
kfemikovy substrat
> termain oxi = schéma
ermalni oxidace ,
(vznik SiO,) pracovniho
I naneseni fotorezistni postu pu
] vrstvy

osvit pfes masku —
I - = definovani tvaru

— Litografie

vyvolani
I IS . l> ﬁ
1 — ]

naneseni vrstvy

(kov, izolace,
biovrstva, membrana, odleptani SiO,
)

o TR

leptani kfemiku
odstranéni fotorezistu
_— [}

S =



Fotolitografickd maska

= ukazka masky pro cely wafer (vlevo)
= vpravo pak vysek pro 20x20 elementu

DNA biodipy (DNA microarrays)

11pm
Millions of identical
probes/feature

1.28cm

Up to ~1,400,000
features/chip

= platek kiemiku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)

=z ného 49 az 400 jednotlivych sensort (chips, 1.28x1.28 cm)

= na kazdém €ipu az 1.4 milionu pozic (features, 11x11 ym)

= v kazdé pozici nékolik miliontli kopii stejné oligonukleotidové proby
s danou znamou sekvenci



Modifikace povrchu

= kombinace chemické arap Gl
reakce a UV ozarovani
= fotolitografie, fotosenzitivni e
imobilizaéni procedura
Light
(deprotection)
EEEEN I‘IIIIMM EEm T-m EEEER
L1l Lol 111 I 111
00000 »00000 » OHOHOOO - TTO0O
56686 5555% $ 5855 55955
Waler
v
GATCG
osmer| GA TAT - o
"lAacTa R D et
TTCCG <@ TTCCO«s TTOHOHO< TTODOO
Repeat $$446 $6 658 559598
GeneChip®
Microarray
Vyroba DNA ¢ipu e
+ = pavazani spojovaci casti
E »linkeru®, ten zakonéeny
..... O IR T fotocitlivou blokovaci
fidbebrerdaitoreer AN skupinou A
et | P YT

= silanizovany povrch sensoru, kazdy
atom Si je zarodkem proby | — |

[ uvliaht |

FPhoto Mask

aaaaaaaaa

BB BB M- G- M-S B H— - B B H—B— H— 8

= ozareni pifes masku — odstranéni
blokujicich skupin (deprotekce)



(,,capping agent“) po kazdém kroku
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Hotovo!

= koneény stav po odstranéni
»capping agents“ a protekt.
skupin, nasleduje zabaleni
»packaging“ do ,,cartridge*

= pro 25-mer potieba obvykle
méné nez 100 masek
(teor. maximum)

= problém: pfesahy mezi
jednotlivymi zéonami
(odrazy, rozptyl,
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Vysledek pouzit




Nanostrukturace povrchl pomoci SPM

skenovaci raménko s hrotem slouzi k vytvareni obrazcii na
modifikovaném povrchu

techniky: L!
STM litografie - aplikuje se proudovy puls - ®
itografi plikuj proudovy pu 4

AFM litografie
— 8krabani, scratching
— "tukani", dynamic plowing

AFM oxidacni litografie

AFM konstrukéEni litografie

AFM scratching
= AFM zafizeni jako nastroj pro modifikace povrchii

= vyskrabani motivu v polymerni vrstvé pomoci
ostrého hrotu
— PTCDA, 3,4,9,10-perylentetrakarboxydianhydrid

skenovani zapis skenovani




Lokalni anodicka oxidace

na povrch AFM hrotu se aplikuje potencial

= v misté priblizeni hrotu k povrchu dojde
k elektrochemickému vytvoreni struktury

oxidace povrchu titanu nejCastéji
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AFM dip pen AT
lithography

Writing direction

Water meniscus
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Molecular Patterns
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Srovnani technik pro cilenou imobilizaci

Techniky vhodné pro Pfima Rizeny Ruzné typy Vhodné pro
rozliSeni pod 100 nm kovalentni proces v povrchu a rozliSeni az
vazba kapaliné modifikacnich 10 nm

biomolekul Cinidel

Chemomechanical
Patterning/Nanograftin

9
Dip Pen »
Nanolithography spiSe ne

difazni
limitace

Microcontact Printing

spiSe ne

AFM Mechanical
Scribing and
Nanoindending

c-AFM Oxidation

UHV STM Patterning

E-beam Lithography

UV Photolithography




Kam to sméfuje...

predstavivost a fantazie, definovani cile

vybér vhodnych detekénich elementt
— z €eho budeme stavét (aminokyseliny, nukleotidy, ...)

vytvoreni knihovny na zakladé kombinatorickych postupt
— vSechny mozné variace z danych stavebnich kament

paralelni testovani vlastnosti molekul z knihovny
— nalezeni vhodnych detekénich

zpracovani a vyroba analytického systému
— optimalizace vyrobniho procesu

vysoce paralelni analyticky proces

— citlivé elementy ve formé 2D pole, oskenovani (opticky,
elektricky, magneticky, ...), zaclenéni dat do databaze

matematické prohledani a prezentace, rozhodnuti
— zpristupnéni vysledku uzivateli v pochopitelné formé

Pfiprava imunokonjugatu

= imunogeny - nosné bilkoviny modifikované
nizkomolekularnim antigenem (= hapten, sam o sobé
nevyvola imunitni odpovéd”)

= znacené protilatky a antigeny - tracery pro
imunostanoveni



Imunogeny

= imunogenicita - schopnost molekuly stimulovat imunologickou
odpovéd’ a nasledné tvorbu specifickych protilatek

= imunogen

cizorodost pro organismus, nevlastni ptivod, aby nebyl imunitnim
systémem ignorovan

dostatecna velikost - aspon 6 kDa, jinak se pouze navaze na receptorové
migM na membrané B lymfocytu, ale neni pohilcen endocytosou
chemicka komplexnost - napi. velké homopolymery z aminokyselin a
jednoduché polysacharidy jsou zfidka imunogenni

=  biomakromolekuly jako imunogeny

sacharidy - jen pokud jsou dostateéné komplexni, nebo jako soucéast
glykoproteint

proteiny - dostate¢né imunogenni; peptidy - priliS malé, je treba je
navazat na nosnou bilkovinu

lipidy, nukleové kyseliny - neimunogenni, musi byt navazany na nosnou
bilkovinu

= malé molekuly - hapteny

funguji jako antigeny (epitop, vazi je protilatky)
nefunguji jako imunogeny, musi byt konjugovany s nosi¢éem

Nosné bilkoviny

= volba dle imunogenicity, velikosti a dostupnosti funkénich skupin
pro navazani haptenu

= KLH, keyhole limpet hemocyanin

z prilepky (mékys) Megathura crenullata, kuproprotein vazici kyslik
mcKLH - z uméle péstovaného organismu (mariculture) - lepsi

homogenita preparatu, lepsi rozpustnost, v roztoku opalescentné
namodraly

velikost 450 kDa az 8 MDa, je agregatem,
stupen agregace zavisi na pH, nad pH 8,9
disociovan na podjednotky

muze byt hiife rozpustny, roztoky ¢asto se
zakalem, NaCl zlepSuje rozpustnost

ma k dispozici hodné lyzinovych zbytku
fylogeneticky vzdaleny savcim

= OVA, ovalbumin

z vaje€ného bilku, 45 kDa, dobfre rozpustny, i v DMSO
vyuzivan hojné i pfi screeningu protilatek



BSA, bovine serum albumin
— albumin tvofi asi polovinu proteinti plasmy, stabilni a dobfe rozpustny

— 67 kDa, pl 5.1, jediny polypeptid obsahujici 59 lyzinovych zbytkl, z nichz

30 az 35 je vyuzitelnych pro imunokonjugaéni postupy
— pro konjgace je nejlepsi frakce V, vysoce precisténa

— vyuzivan nejen jako nosi¢ v imunogenu, ale i pfi screeningu protilatek a

pfi blokovani pracovnich povrchu

— cBSA, cationized BSA - povrchové karboxyly derivatizovany
ethylendiaminem pomoci EDC, zvysSeni pl na 11

NH,
HOOC COOH

H,N NH,

HOOC COOH
NH,

— lepsSi imunogen nez nativni BSA (stai ho méné), netieba kompletni
Freudovo adjuvans

— vyssi afinita k zaporné nabité membrané antigen-prezentujicich bunék
— pro konjugace lze vyuzivat EDC bez nebezpeci postrannich reakci

Konjugace haptenu

protilatky jsou produkovany proti navazanému haptenu, ale i proti
epitoplim nosice - vyznam selekéni procedury pro nalezeni téch
spravnych
optimalizace imunogenu - zkusit riizné nosné proteiny a riizné
hustoty navazaného haptenu
obvykle se vyuziva povrchova aminoskupina nosné bilkoviny, ke
které se pomoci heterobifunkéniho crosslinkeru pfipoji hapten

— inkubace nosice s crosslinkerem (nadbytek)

— odstranéni prebytku crosslinkeru

— inkubace s molekulou haptenu

— jednoznaény prabéh reakce
pozor pri volbé reagujici skupiny haptenu
mimo oblast epitopu v oblasti epitopu

vysoka specifita Ab ‘ mala specifita Ab



Imunizace

= imunogen se aplikuje experimentalnimu zvireti (mys, morce, kralik,
koza, ki, ...) injekéné v pritomnosti tzv. adjuvans
— pripravek stimulujici imunitni odpovéd’
— FCA, Freudovo kompletni adjuvans - emulze vody v oleji plus mrtvé
buiiky Mycobacteria
» emulze zadrZuje imunogen v misté aplikace po delSi dobu
* bunky Mykobacteria pfitahuji do daného mista makrofagy a dalSi
imunitni bunky
— FIA, Freudovo inkompletni adjuvans - jako FCA, bez Mykobacteria
— ve vodé rozpustné polysacharidy - méné uc¢inné nez FCA, méné zatézujici
pro organismus
— Alum - hydroxidy hlinity a hore¢naty

Screening protilatek

= konjugat haptenu s nosi¢em vyvola tvorbu riiznych druhii protilatek,
specifickych proti riznym ¢astem imunogenu
proti NoSiCi =y,
(nezadouci)
proti epitopu haptenu—'
(pozadované)

proti spojovacimu Useku
(bridge-specific, nezadouci)

— nalezeni vhodné protilatky zajisti screening pomoci haptenu
imobilizovaného na jiny nosi¢ a jinym zpisobem, nez v pfipadé
imunogenu (opakuje se pouze epitop)

= protilatky
— koncentrace vs. titr - rizné pojmy

— celkova koncentrace molekul protilatky (molarni, mg/ml, ...) bez zahrnuti
funkénich parametru (i poSkozené ¢i ¢aste¢né denaturované neaktivni),

— titr = zfedéni dané protilatky vhodné pro dany typ imunostanoveni



Uréeni koncentrace protilatky

= pfi 280 nm ma roztok cistého IgG 1 mg/ml absorbanci 1,35

= stanoveni IgG v komplexnich roztocich (sérum, asciticka tekutina,
extrakt z tkanové kultury, ...)

pouzije se latexové precipitacni stanoveni
latexové ¢astice potazené protilatkou
proti mérenému IgG (napf. anti mysi, ...)
monodisperzni ¢astice volné v roztoku
vykazuji vysokou absorbanci pri 340 nebo
405 nm

v pritomnosti cilové protilatky dochazi
k agregaci castic a k poklesu absorbance

rychlost - 5 min
vysoka citlivost - rozsah 10 - 300 ng/ml

Fragmentace protilatek

= pro mnoho ucelll nepotiebujeme celou molekulu protilatky, ale staci
nam pouze mensi ¢ast nesouci vazné misto
— mensi molekula - méné nespecifickych interakci
— snazSi konjugacni reakce, mensi enzymové konjugaty
— fragmenty vznikaji Stépenim proteinasami, nejlépe imobilizovanymi na

vhodny nosic¢

= fragmenty z molekuly imonoglobulinu G

Absarbance

Particle Size

56 — &

N SO & &

@fg)m

IoG F(ab’), Fab’ Fab Fv “rlgG”
F{ab’), Heavy
(110,000 daltons) o Chain (50000 daﬁuns ea)
W Immobilized Ficin Immobilized Ficin \ /
ey 1 mM cysteine 10 mM cysteine
5 —_— —_—
i b Immobilized Pepsin Immobilized Papain
v lgG
(150,000 daltons)
Fc Fragments

Fc
(50,000 dalions)




Fragmentace IgM
igM ...

prilis velka molekula nachylna k nespecifickym vazbam,

Spatna penetrace v histochemickych aplikacich - potreba vytvorit

mensi vazné molekuly

ponékud odlisné vysledky

pro IgM raznych organismu igM
3z

g3

Human IgM £

2

Mouse IgM

W F(ab)2

(150,000 daltons)
Fab
(45,000 daltons)

@ Fv
(25,000 daltons)

F(ab’)2

(150,000 daltons)
Fab-H

(45,000 daltons)

(ZUU UUU daltons)
Immobilized

Trypsln
‘ﬂ
/%} (340 000 daltons)

H=human only

M=mouse only
“19G" type
(200,000 daltons)
“rlgG”
(110,000 daltons)
Inverted “IgG” (Mouse)
(200,000 daltons)

Zlepseni specifity biointerakce

blokovani pracovniho povrchu

— cilem vysytit nespecifickd vazebna mista (nosice, sensoru,

mikrodesticky, ...) vhodnou inertni latkou
— dosahnout nizsiho pozadi signalu

— na interakci se Ucastni fada faktorti, Gspésné blokovani je tedy

vysledkem empirickych pokusti
blokovaci roztoky

— bud’ v PBS (phosphate buffered saline) nebo v TBS (tris buffered saline;

ALP jako znac¢ka nema rada fosfat)

— inertni proteiny: 1% kasein, 1 az 3% albumin (BSA)
— komplexni smési: suSené beztuéné mléko (mize obsahovat biotin), rybi
sérum (steelhead salmon serum, fylogeneticky vzdalené sav€im

bilkovinam)

— detergenty - Tween 20 nebo Tween 80 - adsorbuji se na hydrofobni

povrchy a tim je uéini hydrofilni
promyvani afinitnich komplext

— roztoky obsahujici nizké koncentrace (kolem 0,05%) detergentu - prerusi

pouze nespecifické interakce proteint

— Tween 20 a 80, Triton X-100, Nonidet P-40, Brij-35, CHAPS, CHAPSO




Charakterizace biokonjugatu
a imobilizovanych nosic¢u

separace z reakéni smési
urceni stupné substituce
dalSi charakteristiky
uchovavani

Izolace biokonjugatu
separace od nezreagovanych slozek konjugaéni smési
odstranéni nizkomolekularnich komponent

nejjednodussi je dialyza v celulosovém strivku - pres noc,
v chladu, vyménit nékolikrat dialyzacni roztok
rychlejsi s centrifugacnimi ¢i jinymi mikrodialyzatory,
konjugat malo stabilni, vhodné pro malé objemy
rychla separace na vhodné odsolovaci koloné

L —_ o

10-100 pl 0.1-30 ml 15-100 ml

% 0.1 ml 5 M NaCl proti 1 | vody

% Residual NaC|

Time (Minatas)




Zakoncentrovani biokonjugatu

= zahusténi
— tlakové ultrafiltraéni systémy
— dialyzaéni trubice a vné €inidla odnimajici vodu (PEG, Sephadex)
— centrifugacni evaporatory - Setrné podminky
— lyofilizace - pouzit zredény nebo tékavy pufr
— vakuova pomticka na obrazku... Foets Ty [noad 2)

Cut Down

Rubber Stopper

= konjugaty tvorené dvéma ) with Single Hole
biomakromolekulami
— chromatografické precisténi

— vhodna afinitni separacni technika Haser-walod d o m
chner Fas
_F _— . S . i
isolace protilatkovych konjugatu Sapjem iy o

od zbylého enzymu (vadi!) .
« imobilizovany antigen \ 31 Tharmo Scianttc

SnakeSkin

* protein A/G/L ) | : Dialysis Tubing

Dialysata

Stupen substituce
vznika barevny €i fluoreskujici produkt - spektralni vlastnosti
diferencialni metoda, stanoveni:

— zbylého nenavazaného ligandu

— zbylych neobsazenych skupin biomakromolekuly (jen pro "malé” ligandy)
stanoveni navazanych molekul ligandu vhodnou specifickou reakci
zméreni zmény molekulové hmotnosti konjugatu oproti vychozi
biomakromolekule

— gelova permeaéni chromatografie

— elektroforesa v PAG v nedenaturujicim usporadani

— hmotnostni spektroskopie
hydrolyza a charakterizace vzniklych produkti

— proteolytické stépeni, mapovani stépt

— uplna hydrolyza, stanoveni aa ¢i detekce uvolnéného ligandu
detekce barevného postranniho produktu konjugaéni reakce

— Zzluty p-nitrofenol pfi pouziti p-nitrofenylkarboxylesteru jako aktivované
matrice

— pyridin-2-thion (g,,;, = 8080 M- cm"") pfi vazbé -SH na pyridyl-2-
thioaktivované nosice



Absorbance

pfi vyrobé biokonjugatu dojde
ke zméné spektralni viastnosti
produktu (navazani barviva
nebo fluoroforu na nosnou
bilkovinu)

kvalitu konjugatu Ize posoudit
na zakladé zménénych
spektralnich vlastnosti

nékteré konjugaéni reakce
poskytuji barevné produkty
diky vzniklému mustku

— diazotaé€ni postupy

Stanoveni aminoskupin

albumin
albumin-N=N-hapten

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 |

I

550

1~
450 500

% (nm)

1 1 1
300 350 400

UV-VIS spektra albuminu a konjugatu
albuminu s haptenem, pripraveny
diazotacni metodou. Méreno v 50 mM
fosfatu pH 7.0, koncentrace bilkovin 1,5
mg/ml.

= volna aminoskupina s kyselinou 2,4,6- trinitrobenzensulfonovou
(TNBS) dava barevny oranzovy produkt
— meéfitelny pri 335 nm (v 200 mM HCI s 2% SDS)

— zmérena absorbance
se porovna s kalibraci pro
vhodny standard, napf. aa

SO,H

il

TNBS

pro vysoce citlivou fluorescenéni detekCI volnych aminoskupin Ize
pouzit o-ftaldialdehyd (OPA) v pfitomnosti 2-merkaptoethanolu

— produktem je fluoreskujici slou¢enina (360 / 455 nm)

— pouzije se opét kalibrace na standard

o}
OPA |

OH

RS

©i




Sulfhydrylové skupiny

= Ellmanovo ¢inidlo, 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)
— reaguje s volnymi SH skupinami za vzniku disulfidu
— uvolni se kyselina thionitrobenzoova - intenzivné zluta barva
— &44,=13600 M-' cm"'

o R—SH
Hooc  Ellmanovo éinidlo cooH HoOC COOH

Biotinové zbytky COOH HABA

= stanoveni Urovné biotinylace ma vyznam
pfi hodnoceni priibéhu konjugace a pfi N:N@OH
kontrole reprodukovatelnosti procesu
= vyuziva se 2-(4’-hydroxyazobenzen)-benzoova kyselina (HABA)
— po navazani na avidin vykazuje silnou absorbanci pfi 500 nm
— £=3,5510¢ M- cm™' (HABA,:avidin)
= pokud se v prostiedi nachazi volny nebo vazany biotin, vytésni
molekulu HABA z vazebného mista a proporcionalné se snizi
absorbance
= principem je rozdil afinit obou molekul k avidinu, K, je
- 1,3-10"5 M1 pro avidin
— 6-10% M1 pro HABA
= muze byt zajimavé porovnat ziskané hodnoty pro cely nativni
biotinylovany protein a pro stejny konjugat predem hydrolyzovany
napr. pronasou na mensi fragmenty

— lze tak posoudit mnozstvi celkového a snadno dostupného biotinu
v molekule konjugatu




Biotin vazici mista
= Velmi uzite€né muize byt stanoveni vazebnych mist pro biotin na
imobilizovanych molekulach avidinu nebo streptavidinu

= derivat biotinu s p-nitrofenolem je bezbarvé €inidlo, které se navaze
na imobilizovany avidin

= po oplachnuti nosice se v alkalickém prostiedi zhydrolyzuje esterova
vazba a uvolnény nitrofenol je v tomto prostredi intenzivné zluty

= jeho mnozstvi odpovida biotin-vazicim mistim, €,,, = 18300 M-' cm-"!

o

biotin-p-nitrofenylester HN NH

oy

2

MALDI 66425
" AM =598 Da, {j. f
(albumin), (hapten),

= matrix assisted laser
desorption ionization 600 -

= v pfitomnosti pomocné ai. |
molekuly Ize ionizovat i
proteinové konjugaty
— do asi 100 kDa
— z MS spektra se uréi mol.
hmotnost konjugatu
— porovnanim s mol.hmotnosti
vychozi bilkoviny se da uréit ) ) ) ) )
stupen substituce 64 65 66 67 68 69
Mz (kDa)

400 - 67023
| '
albumin-hapten

200 | .
albumin

= npastépeni konjugatu a vychoziho proteinu sekvencéné specifickou
endoproteasou (trypsin, Stépi na karboxy konci Arg a Lys)
— Uprava $tépu - redukce a alkylace
— MALDI analyza stépnych produktu - "vymizeni" urcitého peptidu u
konjugatu svéd¢i o modifikaci v jeho aminokyselinach
— misto srovnavaciho proteinu Ize pouzit "teoretické" stépeni znamé
sekvence z proteinové databaze



Enzymy jako bioligandy
= mohou byt barevné
— peroxidasa - ¢ervena
— flavinové oxidasy - zluté
= v imunokonjugatech spolu s protilatkou ¢i antigenem = tracer
— vzdy zméfit enzymovou aktivitu konjugatu (kolik procent z pavodné

pritomné aktivity se zachovalo = vhodnost zptisobu konjugace)

— stanovit také koncentraci bilkoviny (specificka enzymova aktivita)
— v literature velmi €asto udaje typu X-krat zfedény tracer, aniz by se

uvedla vychozi koncentrace...

Chromatografické nosice

= bézné nosice - schopné vazat volné aminoskupiny ligandt ¢i
biomolekul; uréeni vychozi vazebna kapacity:

derivatizace nosic¢e diaminem (ethylendiamin, 1,3-diaminopropan)
stanovi se mnozstvi ziskanych aminoskupin pomoci ninhydrinové reakce

slouzi obecné pro kvantifikaci aminoskupin, zejména v pfipadé
aminokyselin

vznika rizovofialové zbarveni, ;;, = 8750 M- cm"!

I

o

o n|nhydr|n

IZ+

OH O




Stanoveni imobilizovanych bilkovin

u bilkovin je vyhodné pouzit jejich redukéni vlastnosti v alkalickém
prostredi vici iontim Cu?*

— vznikla jednomocna méd’ Cu* se pak stanovi jako barevny komplex
pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA), Cu*(BCA),

— reakce neni prilis specificka a reaguji
takeé jiné redukujici latky (aminy,
hydrazidy, redukujici cukry aj.)

— zbarveni se méfi pfi 560 nm

kvalitativni priikaz pritomnosti bilkovin na modifikovaném nosici Ize
také provést pouzitim Coomassie Blue 250 (Bradfordové cinidlo), kdy
vznika adsorp¢ni modry komplex (595 nm) s imobilizovanymi
proteiny

Imobilizace na povrch sensoru

pro stanoveni mnozstvi navazaného ligandu omezené pouzitelné i
metody zminéné pro pro biokonjugaty nebo chromatografické nosice
— komplikaci je velmi omezena vazebna kapacita poskytujici pouze mala
mnozstvi stanovitelnych barevnych produktt
imobilizace biomolekul na povrch pfimych afinitnich sensort se ale
velmi ¢asto provadi ,,online“:
— sleduje se zména specifického signalu v realném case
— signal odpovida mnozstvi biomolekul vazanych na povrch, je tak pfimo

vysledek imobilizace ,,vidét“ a je ihned znamo, jaké mnozstvi bioligandu
se imobilizovalo

— vyhodou je jednoducha moznost pfipravit citlivé povrchy s pozadovanou
hustotou bioligandu

timto zpGsobem funguji optické sensory na bazi rezonance
povrchovym plazmont (SPR) nebo piezoelektrické sensory
(kfemenné chemické mikrovazky, QCM)

u QCM Ize navazany bioligand pohodiné pfimo ,,zvazit“ stanovenim
rozdilu rezonancéni frekvence sensoru v suchém stavu pred a po
imobilizacnim kroku

rozdil je pfimo umérny zméné hmotnosti po navazani biomolekul



Imobilizace v readlném d¢ase

signal sensoru je umérny mnozstvi navazanych biomolekul - zdznam
imobilizace tedy poskytne piresné informace o navazaném mnozstvi

ukazka imobilizace

protilatky na sensor

IAsys (opticky systém albumin
v s (deaktivace)
rezonanéniho zrcadla) — -
Sensor se silanizovanym | 7 /-=7-----
— aktivace glutaraldehydem povrchem (volné -NH,)
— vazba protilatky 1000 |

— vysyceni zbylych vazeb.
mist inertni bilkovinou
— rozdil signalu se bere
v pritomnosti pufru, tim 500 1

navazané

R

(arcs) mnozstvi

Ab

se vylouci skoky signalu bioligand)
dané riiznym slozenim
imobilizac¢nich roztoku glutaraldehyd -q4-----
/(aktlvace) 1
o~ - - - Y- )
0 20 40 t(min) 60

Zobrazeni ozna¢eného ligandu

imobilizovany ligand se oznaci pomoci napr. fluorescenéné znacené
protilatky, obraz povrchu se ziska pomoci fluoresce¢niho

e

mikroskopu nebo skeneru (nizsi rozliSeni)

ukazka zviditelnéni imobilizovaného proteinu pomoci specifické
protilatky znacené fluoresceinem, sken intenzity a pseudoobarveni

| -
v y W
‘ .
-
L
=  porezni kontrolni porezni porezni  kontrolni

(elchem. oxidace) (ox. parami HF) povrchy Si




Zobrazeni modifikovaného povrchu
mikroskopie na bazi meziatomovych sil (AFM) poskytuje 3D

»plasticky“ pohled na povrch

— pfitomnost imobilizovanych
biomolekul Ize hodnotit na
zakladé profilometrické
analyzy AFM obrazu

= tapping mod, image xy 500x500 nm
histogram pro Z, z osa 0 az 5 nm

» mmielutenten  |/\

AFM measured height
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Mon-specific Specific
® ant igen antibody ll\ antibody

A HSA

B. HSA exposed to igG

C. HSA exposed fo a-HSA

To je konec této prednasky...




